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1. Einleitung 1

1 Einleitung
11 DieBedeutunginduktiver Wechselwirkungen in der Embryogenese

Die Entwicklungsbiologie wird oft als das Herz der Biologie bezeichnet. Sie untersucht, wie
sich aus einer einzelnen totipotenten Zelle ein vielzelliger Organismus mit unterschiedlich
spezidiserten Zelltypen bildet, deren genetische Ausstattung dabel identisch bleibt. Die
Entwicklungsbiologie fragt, wie die Gene einer befruchteten Eizelle in der Lage sind,
differenzierte Zellgruppen und Organe mit definerter réumlicher Anordnung zueinander
hervorzubringen. Zellen und Zellgruppen senden dabei Signale aus, die ihre Interaktionen
untereinander vermitteln. Dass hierbel auch Gruppen von Zellen das Entwicklungsschicksal
angrenzender Zellgruppen bestimmen kénnen, wurde erstmals 1924 von Hans Spemann und
Hilde Mangold beschrieben. Sie zeigten, dass ein Explantat der dorsalen Urmundlippe eines
Molchembryos wahrend der Gastrulation nach Transplantation in einen zweiten Embryo dort
eine zweite Korperachse induzieren kann. Fur diese zweite Achse wurde mal3geblich Gewebe
des Empfangerembryos rekrutiert, dessen Entwicklungsschicksal vom verpflanzten
"Organisator" umbestimmt wurde (Spemann und Mangold, 1924). Bei dem hier
beschriebenen Phdnomen der Induktion steuert eine Gruppe von Zdlen das
Entwicklungsschicksal einer angrenzenden Gruppe von Zdlen mithilfe diffusibler
Signdmolekile (Gurdon, 1992). Dabei koénnen manche dieser Signamolekile, sog.
Morphogene, abhangig von ihrer lokalen Konzentration eine Differenzierung der Zielzellen
zu unterschiedlichen Zelltypen bewirken (Wolpert, 1998).

Zielzellen reagieren auf induktive duRere Signale durch Anderung ihrer Genaktivitét, indem
Uber sog. Transkriptionsfaktoren Gene oder Gengruppen an- oder abgeschaltet werden. Auf
diese Weise regulieren induktive Signale Uber die Aktivitée von DNA-bindenden
Transkriptionsfaktoren die Expression von untergeordneten Strukturgenen in der
Embryonalentwicklung. Die molekularen Mechanismen, Uber die bestimmte Signale in
veranderte Genaktivitét minden, sind z.T. evolutiondr hoch konserviert. Ein Beispiel hierfir
ist der TGFb Signalweg, der essentiell an den friihen Musterbildungsprozessen sowohl von
Invertebraten as auch von Vertebraten beteiligt ist. Komponenten des TGFb Sinalweges sind
vom Nematoden Caenorhabditis Uber die Fruchtfliege Drosophila bis zu den Saugern
beschrieben. Die vorliegende Arbeit bezieht genauere Untersuchungen an Drosophila
melanogaster und eigene Arbeiten an Xenopus laevisein.

1.2 Der Dpp Signalweg in der friihen Embryogenese von Drosophila
melanogaster

Drosophila melanogaster ist seit Uber 70 Jahren Untersuchungsobjekt der klassischen
Genetik. Zunéchst wurde eine Vidzahl von Mutanten phanotypisch beschrieben, jedoch
konnten die genetischen Grundlagen dieser Mutationen erst vid spéter analysiert werden
(Ubersicht in Johnston und Niisslein-Volhard, 1992). An der friihen Musterbildung entlang
der dorso-ventralen (D-V) Achse des Drosophila Embryos sind zwei Signalwege beteiligt:
Ein maternaler Weg miindet in einen Aktivitatsgradienten des Morphogens Dorsal (Dl), das
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im ventralen Bereich des Embryos konzentrationsabhéngig Zielgene in begrenzten Doménen
aktiviert. Zusétzlich reprimiert DI die Expression von dpp und zerknillt und begrenzt deren
Expressionsdomanen auf den dorsalen Bereich des prézellularen Blastoderm-Embryos
(Ubersicht in Rusch und Levine, 1996).

Decapentaplegic (Dpp) ist ein homologes Protein der Vertebraten "Bone Morphogenic
Proteins 2/4" (BMP2/4), wirkt als Wachstumsfaktor und ist Schllisselkomponente eines
zweiten, zygotischen Weges. Dpp bildet einen Aktivitésgradienten, der den dorsalen
Bereiches des Embryos spezifiziert (Ferguson und Anderson, 1992; Wharton et al., 1993).
Spéter in der Entwicklung ist Dpp wesentlich an der Spezifizierung von Zellschicksalen
beteiligt, sowie an Wachstum und Differenzierung der Imaginalscheiben (Ubersicht in
Neumann und Cohen, 1997).

Der Signalweg, Uber den Dpp die Expression von Zielgenen im Zellkern reguliert, ist
zwischen Invertebraten und V ertebraten hoch konserviert. In beiden Fallen sind heteromere
Rezeptorkomplexe und intrazelluldre Signaltbermittler der Smad Familie beteiligt. Der
M echanismus des Weges wurde zuerst bei Drosophila beschrieben und kann al's Prototyp

gelten.
Dpp

<
;% Mad

Punt Dad

(Typll Thick

RSK) veins f\ .
(Typ| \
RSK)

A\
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\ 4
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Abb. 1.1: Der Dpp Signalweg in Drosophila melanogaster. Der Ligand Dpp induziert die
Bildung eines heteromeren Komplexes aus der Typ | Rezepter Ser/Thr Kinase (RSK) Thick
veins (Tkv) und der Typ Il Rezeptor Ser/Thr Kinase Punt (Put). Eine konstitutive
Kinaseaktivitdt in Put transphosphoryliert und aktiviert Tkv. In der Folge wird das
zytoplasmatische, Rezeptor-regulierte R-Smad-Protein Mad phosphoryliert und aktiviert. Es
assoziiert mit dem Ko-Smad Medea, mit dem es in den Kern transloziert und dort mithilfe
interagierender Transkriptionsfaktoren die Expression von Zielgenen zu regulieren. Dad
inhibiert den Signalweg, indem es stabil mit dem Rezeptorkomplex assoziiert und somit die
Aktivierung von Mad verhindert.
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Der Ligand Dpp aktiviert an den Zielzellen einen heteromeren Komplex der transmembranen
Rezeptoren Punt (Put, Typ Il Serin/Threonin Kinase Rezeptor) und Thick veins (Tkv, Typ |
Serin/Threonin Kinase-Rezeptor). Tkv phosphoryliert nun das zytoplasmatische Protein
Mothers against decapentaplegic (Mad) (Raftery et al., 1995; Sekelsky et al.; 1995, Newfeld
et al., 1996; Maduzia et al., 1997), welches mit dem verwandten Protein Medea assoziiert
(Ko-Smad, Raftery et al., 1996; Daset al., 1998; Hudson et al., 1998; Inoue et al., 1998), als
Komplex in den Zellkern transloziert und die Aktivitét von Zielgenen reguliert. Das Protein
"Daughters against dpp” (Dad; Tsuneizumi et al., 1997) wird durch Dpp induziert und
reguliert den Signalweg negativ, indem es stabil mit dem Rezeptor Tkv assoziiert und die Tkv-
vermittelte Phosphorylierung von Mad verhindert. Gleichzeitig verhindert Dad eine Hetero-
Oligomerisierung von Mad mit Medea und damit einen Kerntransport des Komplexes (Inoue
et al., 1998).

Die Aufgabe von aktiviertem Mad im Zellkern ist es, die Expression von Zielgenen wie
vestigial (vg; Williams et al., 1990), optomotor blind (omb; Grimm et al., 1996) oder spalt
(sal; de Celiset al., 1996) zu regulieren (Kim et al., 1997; Szuts et al., 1998; Xu et al., 1998).
Eine direkte Bindung von Mad an die DNA wurde von Kim et al. (1997) gezeigt. Mad bindet
danach an eine GC-reiche Sequenz mit dem Konsensus GCCGNCGC, wie sie im vg-Q
Enhancer vorkommt. In den meisten Féllen ist die Aktivierung von Zielgenen durch den Dpp-
Weg aber nicht allein durch die transaktivierende Wirkung von Mad zu erkl&ren.

Dpp agiert aul3er in der D-V Musterbildung im frihen Embryo auch in der A-P (anterio-
posterioren) Musterbildung der Fligel-Primordien. In beiden Félen bildet Dpp as
Morphogen einen Aktivitétsgradienten aus. Schwellenwerte dieser Aktivitdt werden von den
Zidzdlen erkannt und mit der Aktivierung oder Repression von Zielgenen beantwortet
(Ubersicht in Neumann und Cohen, 1997).

Der Dpp Gradient wird sowohl in der D-V-Musterbildung im gesamten Embryo als auch in
der A-P-Musterbildung in der Fligel-Imaginalscheibe in eine Reihe unterschiedlicher
zellulérer Antworten umgesetzt. Unterschiedliche extrazellulére Dpp-Konzentrationen fihren
zu unterschiedlichen Konzentrationen von aktivietem Mad im Zellkern. Mad kann im
Zéellkern an Zielpromotoren mit unterschiedlichen Affinitéten fir Mad binden, so dass daraus
konzentrationsabhangige Schwellenwert-Antworten resultieren. Umfangreiche
Untersuchungen in Vertebraten deuten zudem darauf hin, dass eine Regulation von Zielgenen
durch Mad-Proteine eine Kooperation mit sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren
bendtigt.

Unterschiede in der Konzentration eines Morphogens sind weit entfernt vom Ort seiner
Synthese schwerer zu interpretieren. In diesem Zusammenhang wirkt der Transkriptions-
Repressor Brinker (Brk) in Regionen geringer Dpp Aktivitdt als Tell eines Feedback-
Mechanismus, der geringe Unterschiede in der Aktivitdt des Morphogens verstérkt (Campbell
und Tomlinson, 1999; Jazwinska et al., 1999a, 1999b). In der Fligel-Imaginalscheibeist in
Regionen geringer Dpp-Konzentration die Repression der Expression von brk durch Mad
Voraussetzung fir die Expression von Zielgenen. Nach dem Modell von Jazwinska et al.
(1999a) (Abb. 1.2.B) geniigt in Bereichen geringer Dpp-Aktivitdt eine Repression der
Expression von brinker, um die Expression von omb zu ermdglichen. Bei Verlust von Brk in
den Zellen werden Zielgene niedriger Dpp-K onzentration auch ohne das induktive Signal von
Dpp exprimiert. In Regionen, die ndher an der Quelle des Dpp Signals liegen, wird neben der
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Repression von brinker eine direkte Aktivierung von Promotoren durch Mad vermutet
(Jazwinska et al., 1999a, Marty et al., 2000).

Dpp reprimiert brk und erlaubt
Aktivierung von Zielgenen

anterior posterior

At @ Gy G

Abb. 1.2: Modell der anterior-posterioren (A-P) Musterbildung in der Fligel-
Imaginalscheibe durch den Dpp-Antagonisten Brinker: oben: Dpp wird in der Mitte der
Imaginalscheibe exprimiert und muss die Transkription von brk reprimieren, um eine
Expression der Zielgene sal und omb zu ermdglichen. die Expression von vg beinhaltet keine
Repression von brk. unten: Zwei Modelle der Regulierung von dpp Zielgenen durch Brk: (A)
FUr die Expression von sal wird aufer der Repression von brk eine direkte Aktivierung des sal
Promotors durch Mad benétigt. (B) Fir die Expression von omb gentigt eine Repression der
Expression von brk durch den Dpp Signalweg (Mad) (nach Jazwinska et al ., 1999b).

Bisher wurde kein Brinker-homologes Protein in Vertebraten beschrieben. Ergebnisse aus
Uberexpressionsexperimenten mit Brinker in Xenopus Embryonen lassen aber das
V orkommen eines solchen Proteins vermuten (Minami et al., 1999).

1.3 Schnurri in der Entwicklung von Drosophila melanogaster

Der Zink Finger Transkriptionsfaktor Schnurri (Shn; Nisslein-Volhard et al., 1984) wird in
Zdlen bendtigt, die das Signal des Morphogens Dpp erhaten. Mutationen im Gen fir
schnurri beeintréchtigen die Expression einer Vielzahl von Dpp-induzierten Genen sowohl in
der D-V Musterbildung des ganzen Embryos als auch in der A-P Musterbildung der Fllgel-
Imaginalscheiben (Arora et al., 1995, Grieder et al., 1995, Staehling-Hampton et al., 1995,
Torres-Vazquez et al., 2000 und 2001, Marty et al., 2000, Da et al., 2000). Im Kontext des
gesamten Embryos dhnelt der Phanotyp von shn-mutanten Embryonen denen mit Defekten in
anderen Komponenten des Dpp Weges, namlich dpp, tkv, mad oder med. Allerdings sind die
shn Embryonen schwécher ventraisiert als die genannten Mutanten (Arora et al., 1995,
Grieder et al., 1995, Staehling-Hampton et al., 1995). Schnurri wird moglicherweise fir eine
Regulation der Expression einer Untergruppe von Dpp Zielgenen benétigt. Weiterhin kommt
Shn eine Funktion in der Dpp-vermittelten Regulation der Proliferation von Spermatogonien
zu, wo Shn in den die Spermatogonien umgebenen Zystenzellen benétigt wird (Matuniset al.,
1997). Bei der Entwicklung der Speicheldrise in Parasegment 2 vermittelt Shn im dorsalen
Bereich des Segmentes die Dpp-induzierte Repression von Speicheldriisen-typischen
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Zielgenen (Henderson et al., 1999). Shnist im Zellkern lokalisiert und assoziiert direkt mit
Signal-aktiviertem Mad Protein (Dai et al., 2000, Udagawa et al., 2000). Shn bindet Cber
seine aminoterminde Doppelzinkfinger-Domane direkt an die DNA-Zielsequenz
GGGAACGTTCCC und mit der weter carboxyterminal gelegenen Doppelzinkfinger-
Domaéne an die Sequenz GGGGAATTCCC (Dai et al., 2000).

Genauere Untersuchungen zur Funktion von Shn im Zelkern haben zu einer
differenzierteren Interpretation seiner Funktion gefihrt. Ein Funktionsverlust von shn
wahrend der Embryogenese fihrt in keinem Fall zu einem vergleichbar starken Phanotyp wie
der Verlust der anderen Komponenten des Dpp Weges. Nach Marty et al. (2000) wirkt Shn
bei einem Teil der Funktionen von Dpp mit: In Regionen relativ geringer Dpp Aktivitét
interagieren Shn und Mad miteinander und bewirken die Repression von brk. Dabei wird der
Transkriptions-Aktivator Mad durch seine Kooperation mit Shn zum Repressor von brk. In
Regionen hoher Dpp Aktivitdt wirken zusdtzlich Uberschissige Mad/Med Komplexe as
direkte Aktivatoren von Zielgenen.

Dpp

Put/Tkv

!

Mad/Medea

/ \ induzierte Gene
» ~

Schnurri

J_ : Brinker
_\_ |—> dereprimierte und
induzierte Gene

1 dereprimierte
| I Gene

ADbb. 1.3: Modell der Regulierung von Zielgenen durch Dpp in Drosophila.

Schnurri ist essentiell fur die Dpp-vermittelte Repression der brk-Transkription, ist aber nicht
notwendig fur die Aktivierung von Zielgenen. Pfeile zeigen eine Aktivierung, Querbalken
zeigen eine Repression von Zielgenen (nach Marty et al ., 2000).

Torres-Vanquez et al. (2001) vermuten fur Shn weiterhin eine zusétzliche, Brk-unabhéangige
Aktivierung von Dpp Zielgenen. Ein Bereich mit zwel dhlichen Sequenzen im ultrabithorax
(ubxB) Promotor wird von Shn gebunden. Diese Bindungsstellen werden fir eine in vivo
Expression von ubx benétigt, wobel Mad und Shn kooperativ auf die Expression wirken (Dai
et al., 2000). Wegen der oben genannten Hinweise kann angenommen werden, dass Shn an
der Regulation von Dpp Zielgenen beteiligt ist und als DNA-bindender Kofaktor von Mad
agiert. Moglicherwel se kommt Shn analog zu anderen Transkriptionsfaktoren in Vertebraten
die Aufgabe zu, die Spezifitét von Mad fir eine Auswahl von Promotoren zu erhéhen. Auch
muss nicht notwendigerweise festgelegt sein, ob Shn ein Repressor oder Aktivator ist. Analog
der Funktion von Dorsal (D) in Drosophila (Mannervik et al., 1999; Chen und Coury,
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2000) oder anderer Proteine in Vertebraten ist es mdglich, dass das in den Ziezelen
vorkommende Spektrum von Transkriptionsfaktoren und Kofaktoren Uber die letztliche
Aktivitét von Shn entscheidet (Torres-Vazquez et al., 2001).

1.4 Embryogenese von Xenopuslaevis

In der Ordnung der Anura (Froschlurche), gehdrt Xenopus zur Unterordnung Aglossa
(Zungenlose). Die Tiere eignen sich hervorragend fir die Untersuchung der friihen
Embryonalentwicklung, da sie sich einfach in Aquarien halten und ztichten lassen und durch
Gonadotropin-Injektion die Ablage einer grofien Zahl von Eiern stimuliert werden kann. Die
Eier lassen sich in vitro befruchten und kultivieren, entwickeln sich relativ schnell und sind
durch ihre Groéf3e von 1-2 mm Durchmesser vielen Manipulationen wie Mikroinjektionen und
Transplantationen zugéanglich. Die friihe Embryogenese wurde von Nieuwkoop und Faber
(1967) beschrieben und in Stadien eingeteilt (NF-Stadien). Das Ei weist mit der Unterteilung
in eine pigmentierte animale Region und eine unpigmentierte, dotterreiche vegetale Region
eine priméare Asymmetrie auf. Die Befruchtung erfolgt in der animalen Hemisphére und 16st
den Prozess der kortikalen Rotation aus, in dessen Folge die zuktnftige dorsal-ventrale (D-
V) Achse des Embryos festgelegt wird. Dabei definiert der Eintrittspunkt des Spermiums die
zukunftige ventrde Seite des Embryos. Bereits die erste Zdltellung legt die dritte
Asymmetrieebene fest, indem die Zygote entlang der animal-vegetalen Achsein die spétere
linke und rechte K érperhdfte geteilt wird.

Die Entwicklung der Zygote verlauft anschlief3end relativ schnell. In etwadrei Stunden bildet
sich ein Zellhaufen (Morul@), der sich nach weiteren zwei Stunden zur Hohlkugel (Blastula)
mit primérer Leibeshdhle (Blastocoel) entwickelt. Zu diesem Zeitpunkt setzt die zygotische
Transkription ein (MBT = Mid Blastula Transition).

In der nachfolgenden Gastrulation erfolgt eine Umlagerung ganzer Zellschichten, in deren
Folge die drei Kembléter Ektoderm, Mesoderm und Entoderm festgelegt werden.
Zukunftiges Mesoderm wandert hierzu aktiv Uber den Blastoporus im vegetalen Bereich der
Gastrula ein und bewirkt auch eine Invagination des Entoderms. Im Embryo entsteht eine
sekundére Leibeshohle, der Urdarm (Archenteron), und die primére Leibeshthle wird
verdréangt. Das Mesoderm lagert sich zwischen Ektoderm und Entoderm. Das Ektoderm
entwickelt sich im weteren Verlauf zu Nervensystem, Haut und Sinnesorganen. Das
Mesoderm bildet Muskeln, Knochen, Chorda dorsalis (Notochord), Mesenchym, Herz,
Blutgefalisystem, Niere und Urogenital system. Aus dem Entoderm entwickeln sich u.a. die
inneren Organe wie Magen, Darm, Leber, Pankreas, Lunge und Harnsystem. Nach Abschluss
der Gastrulation erfolgt die Neurulation, wahrend der sich im Ektoderm entlang der anterior-
posterioren Achse eine Neuralrinne auffaltet, die sich zum Neurarohr schlief3t.
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Abb. 1.4: Embryonalentwicklung des Krallenfrosches Xenopus laevis. Aus der Zygote
entwickelt sich nach wiederholten Furchungsteilungen eine Hohlkugel, die Blastula Wa&hrend
der Gastrulation invaginieren Entoderm und Mesoderm Uber den Blastoporus und verdrangen
so die primére Leibeshohle, das Blastocoel. In der Folge sind die drei Keimblétter, Ektoderm,
Entoderm und Mesoderm angelegt. Wahrend der Neurulation bilden sich die Strukturen des
zentralen Nervensystems heraus. In der weiteren Organogenese werden aus den entsprechenden
Keimbléttern die Organe differenziert. Wahrend der Morphogenese werden larvale Strukturen
aufgel0st, und das adulte Tier entsteht (nach Wolpert, 1988).

Hiermit geht die frihe Embryonaentwicklung in die Organogenese Uber. Der Embryo
entwickelt sich zur Kaulquappe, die nach etwa sieben Wochen eine Metamorphose durchl&uft
und von Kiemen- auf Lungenatmung umstdlt, den Schwanz riickbildet und die Erndhrung
umstellt. Xenopus laevis wird nach etwa einem Jahr geschlechtsreif (Ubersicht in Wolpert,
1998).

15 Induktionsprozessein der frihen Embryogenese von Xenopus laevis

Bereits kurz nach der Befruchtung aktiviert der Prozess der kortikalen Rotation im Bereich
des grauen Halbmondes maternale Signawege, die hier ein dorsa induzierendes Zentrum,
das Nieuwkoop Zentrum, entstehen lassen. Maternde Komponenten des sog. klassischen
Whnt- und des TGF-f Signalweges Uberlagern sich in diesem entodermaen Bereich. Sie
bewirken nach Einsetzen der zygotischen Transkription in der Mid-Blastula-Transition
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sezernierten Signalmolekilen, u.a. aus der TGFb- und der FGF-Familie. Dadurch entsteht
ein zweites organisierendes Zentrum, der Spemann Organisator, der die Fahigkeit besitzt, das
Entwicklungsschicksal angrenzender, fir die Signale kompetenter Zellpopulationen zu
bestimmen.

A animal B Organisator Gewebe C

ventral dorsal

N

vegeta

ventr. dors.
Mes. lat. Mes. Mes.

Abb. 1.5: Induktive Prozessein der friihen Embryonalentwicklung von Xenopus laevis.
Dargestellt ist die laterale Ansicht friiher Embryonalstadien. (A) Im mittleren Blastula Stadium
(NF 8.5) induzieren Signale von der vegetalen Hemisphédre in der dariber gelegenen
marginalen Zone das Mesoderm. Ventrale Signale (1) induzieren ventrales Mesoderm, wahrend
dorsale Signale aus dem Nieuwkoop Zentrum in der dorsalen marginale Zone den Organisator
induzieren (2). (B) Fruhes Gastrula Stadium (NF 9.5/10). Ventralisierende Signale (3) wirken
den dorsalisierenden Signalen (4) entgegen. Die dorsalisierenden Signale inaktivieren die
ventralisierenden Signale und senden Sigale in die benachbarten Regionen (Pfeile): in das
laterale Mesoderm (Dorsalisierung des Mesoderms), in  das dartberliegende Ektoderm
(Neurale Induktion) und in das darunterliegende Entoderm (Anteriorisierung des Entoderms).
(C) Mit Beginn der Gastrulation (NF 10) ist die Musterbildung des M esoderms weitgehend
festgelegt.

Hier beteiligte Signamolekile wirken als Morphogene und bilden Gradienten mit einer
hochsten Aktivitét im Organisator selbst. Der dorsalisierenden Aktivitét aus dem Organisator
wirkt eine ventralisierende Aktivitéat entgegen, die von BMP-4 und Xwnt-8 vermittelt wird und
Mesoderm-modifizierend wirkt. Zu den dorsal-induzierenden Faktoren aus dem Organisator
kommen wiederum ventral-inhibierende Aktivitéten, die BMP-4 bzw. Xwnt-8 extrazellulér
binden und inaktivieren. Insgesamt entsteht im Mesoderm ein dorso-ventraler (D-V)
Gradient, der im weiteren Verlauf zur Differenzierung der verschiedenen mesodermalen
Gewebetypen fihrt. Der Spemann Organisator induziert zudem das Neuroektoderm, indem
er Signae planar entlang des Ektoderms aussendet, die durch Inhibition von BMP-4
permissiv auf die Entwicklung von Neuroektoderm wirken und gleichzeitig ein anterior-
posteriores (A-P) Muster im Neuroektoderm etablieren.

Zur A-P Musterbildung des Neuroektoderms tragt auf3erdem das einwandernde dorsale
Mesoderm bei, das sich innen am prospekiven Neurektoderm nach anterior vorbeibewegt und
Signale vertikal an das dartiberliegende Ektoderm aussendet. Hierbei gelangt frih dGber die
dorsale Urmundlippe einwanderndes Mes-Endoderm nach anterior in die Kopfregion des
Embryos. Dieses Mes-Endoderm sendet v.a die Wnt-Inhibitoren Cerberus, Frizbee und
Dickkopf aus und induziert Kopfstrukturen, wahrend posteriores, spater einwanderndes
Mesoderm die BM P-Antagonisten Chordin und Noggin sezerniert und posteriore Strukturen
induziert. Zusdtzlich bildet Retinsdure (RA) einen Gradienten mit posteriorisierender
Wirkung im dorsalen Bereich des Embryo aus (Ubersichten in Bouwmeester und Leyns,
1997; Kimelman und Griffin, 2000; McDowell et al., 1999; Dale und Jones, 1999).
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16 Der TGFg Signalweg in Vertebraten

Die Transforming Growth Factor b (TGFb) Familie von sezernierten Signalproteinen
beinhaltet Bone-Morphogenic Proteins (BMPs), Activin und das eigentliche TGFb und ist an
fundamental en Prozessen wie der Embryonalentwicklung, der Regulation von Zellwachstum,
Differenzierung, Gewebe-Regeneration und Apoptose beteiligt. Die elementaren Schritte der
Signaltbermittlung in den Zellkern verlaufen analog dem Dpp Weg. Signale der BMPs
werden von den Rezeptor-regulierten (R-) Smads Smadl, -5 und -8 in den Zelkern
vermittelt, wahrend Signale von Activin und TGFb durch die R-Smads Smad2 und -3
vermittelt werden (Ubersicht in Hata, 2001). Die Auswahl der R-Smads erfolgt durch die
jeweils aktivierten Typ | Rezeptor Kinasen.

Als"antagonistic Smads" wirken Smad6 und Smad7. Smad6 inhibiert den Signalweg, indem
es einen Komplex mit dem phosphorylierten R-Smad eingeht und dessen Assoziation mit
dem Ko-Smad unterbindet (Hata et al.,1998). Smad7 bindet stabil an Typ | RSKs und
inhibiert dadurch die Phosphorylierung der R-Smads (Hayashi et al., 1997). Smad7 ist
vornehmlich Inhibitor des Activin/TGFb Signalweges, wéhrend Smad6 spezifisch den BMP
Signaweg blockiert (Hata et al., 1998; Ishisaki et al., 1999). Die Expression von Smad6 und
-7 wird in viden Zdllinien durch den Smad Signaweg selbst aktiviert, wodurch der
Signalweg nach gewisser Zeit wieder abgeschaltet wird (Ishisaki et al., 1998; Nagargjan et al.,
1999; Takase et al., 1998).

TGFb/Aktivin BMP
© P
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Abb. 1.6 (S. 9): Die Signalvermittlung der TGF-f3 Signalmolekilein Vertebraten durch
Rezeptor-regulierte Smad Proteine und antagonistische Smads. Nach Typl Rezeptor-
Aktivierung werden die Rezeptor-regulierten Smad Proteine phosphoryliert, bilden homomere
Komplexe miteinander und heteromere Komplexe mit dem Ko-Smad Smad4. Diese Komplexe
translozieren in den Zellkern und regulieren zusammen mit sequenzspezifisch DNA-bindenden
Transkriptionsfaktoren die Aktivitdt von Zielgenen. Die inhibitorischen Smad Proteine, Smad6
und Smad?, konkurrieren mit den Rezeptor-regulierten Smads um die I nteraktion mit Rezeptor
Kinasen oder durch Inhibition der Komplexbildung von R-Smads mit Smad4 (nach Piek et al.,
1999).

1.7 Transkriptionskontrolle durch Smad Proteinein Vertebraten

Der strukturelle Aufbau der Smad Proteine ist vom Nematoden Caenorhabditisbis zu den
Saugern erhalten, und den hoch konservierten Domanen MH1 (major homology domainl)
und MH2 sind diskrete Funktionen zuzuordnen. In der latenten, nicht phosphorylierten Form
der R-Smads interagieren MH1 und MH2 Domane miteinander, wodurch eine Assoziation
mit Smad4 und die Kernlokalisation des Komplexes verhindert wird (Hata et al., 1997).

Selbst-

inhibition
) MHL ’
Linker
g \H, MH1 Tnker | MH2 COOH

MH2

SSXS

SSXS @ ®

Abb. 1.7: Eine Selbstinhibition der latenten R-Smad Proteine wird nach Phosphorylierung
durch die Typ | RSK an ihrem C-Terminus aufgehoben. Dadurch wird die Interaktion der R-
Smads mit dem Ko-Smad und der Kerntransport moglich. MH1, MH2: major homology
domain 1 und -2.

Rezeptor-aktivierte Smad Proteine interagieren mit einer Vielzahl von Proteinen von ganz
unterschiedlicher  Funktion. Darunter sind neben viden Transkriptionsfaktoren und
K ofaktoren auch Inhibitoren des Signalweges sowie Komponenten des Proteinabbaus. Dazu
kommen Komponenten anderer Signawege, mit dem der TGFb Signaweg in
Wechselwirkung steht und deren Aktivitéten sich gegenseitig verstérken oder unterdriicken
(signalling crosstalk). Die Menge und Kombination von in der Zele vorhandenen
Transkriptionsfaktoren, Kofaktoren und die Aktivitdt weiterer Signawege bestimmt
offensichtlich, wie das eingehende Smad-Signal auf transkriptioneller Ebene interpretiert
wird. Der zunéachst einfach erscheinende TGFb Signalweg erweist sich hier als zunehmend
komplexer (Ubersicht in Piek et al., 1999; Zimmermann und Padgett, 2000). Eine Vielzahl
der derzeit bekannten mit Smad Proteinen interagierenden Faktoren ist in Abb. 1.8
dargestellt.
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Abb. 1.8: Funktion von Smad Proteindoménen. Zwei hoch konservierte Domanen MH1 und
MH2 ("Maor Homology Domain® 1 und 2) werden von einer variablen Linkerregion
verbunden. Den Doménen der R-Smads konnten diskrete Funktionen zugeordnet werden.
Sowohl Aktivatoren als auch Repressoren der Transkription sowie Komponenten anderer
Signalwege interagieren mit Smad Proteinen.

Im Zdlkern bindet die MH1 Doméne der R-Smad Proteine und von Smad4
sequenzspezifisch an DNA und interagiert wie die MH2 Doméne mit anderen Proteinen. Die
MH2 Doméne der R-Smads wirkt transsktivierend und bildet das Substrat fur die
Aktivierung durch die Rezeptoren. Die optimale DNA-Zielsequenz fir Smad3 und Smad4
ist die Sequenz GTCT (Smad Binding Element, SBE; Zawe et al., 1998). Mit geringen
Abweichungen findet sich eine palindromische Anordnung dieser Sequenz in vielen TGFb
Zielpromotoren. Die Affinitéat der Smad Komplexe fir diese Sequenz ist aber relativ gering,
so dass eine Kooperation der Smad Komplexe mit zusétzlichen Transkriptionsfaktoren als
Voraussetzung fur eine Tanskriptionskontrolle durch Smads allgemein angenommen wird.
Als Beispiel sei der Winged Helix Transkriptionsfaktor FAST-1 genannt, der die DNA-
bindende Komponente im Transkriptions-aktivierenden Komplex mit Smad2 und Smad4 auf
dem mix.2 und dem gsc Promotor bildet (Chen et al., 1996, 1997; Labbé et al., 1998). Im
Komplex mit Smad3 wirkt FAST1 dagegen inhibierend auf die Transkription des gsc
Promotors (Labbé 1998). Dieses ist ein Beispid dafir, dass Smad2 und Smad3 in
bestimmten Situationen gegensétzliche Aktivitét besitzen kdnnten.

Eine positive gegenseitige Beeinflussung von Signalwegen erfolgt auf mehreren Ebenen.
Komponenten des HGF, EGF und FGF-induzierten MAP-Kinase Weges sind in der Lage,
Smad-Proteine durch Phosphorylierung zu aktivieren. Andersherum aktivieren die Rezeptor-
Kinasen des Smad-Signalweges Komponenten des MAP-Kinase Weges. Auf Ebene der
Transkription kooperieren dann die jeweiligen DNA-bindenden Komponenten, Jun, Fos und
Smad-Komplexe bel der Aktivierung von Zielpromotoren (De Caestecker et al., 1998; Brown
et al., 1999; Zhang et al., 1998; Wong et al., 1999).

Eine negative Beeinflussung des TGF-b Signalweges wurde ebenfalls auf mehreren Ebenen
beobachtet. Von Kretzschmar et al. (1997, 1999) wurde eine MAP-Kinase-vermittelte
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Inhibition der Kernlokalisation von Smad2 durch Phosphorylierung in seiner Linkerregion
beobachtet. Mehrere Signalwege regulieren den TGF-b Signalweg negetiv, indem sie die
Expression von Smad7 induzieren. Dazu gehdren der TGF-b Signalweg selbst, sowie die
durch Interfrong aktivierten JAK und STAT Proteine (Ulloa et al., 1999). Ebenso wirkt der
das Signalmolekil TNFa Uber den Transkriptionsfaktor NFKB/RelA (Bitzer et al., 2000).
Weiterhin werden aktivierte Smad Proteine z.T. ubiquitiniert und proteol ytisch abgebaut (Zhu
et al., 1999; Lo und Massagué, 1999).

1.8  Struktur und Funktion von Zinkfinger Proteinen

Transkriptonsfaktoren besitzen Uber definierte DNA-Bindungsmotive sequenzspezifische
DNA-Bindungsaktivitét. Zink-koordinierte Finger sind sehr haufige DNA bindende Motive
unter eukaryotischen Transkriptionsfaktoren, wobel stabil gefdtete Mini-Domanen in
modularer Anordnung sequenzspezifisch DNA binden kénnen. Zinkfinger Domanen werden
nach der Anzahl und Position von Cysteinen und Histidinen in der Primarsequenz
Klassifiziert, die fur die Koordination von Zink lonen zur Verfligung stehen. Mittlerwelle
konnen mehr als 10 verschiedene Klassen von Zink-koordinierenden Domanen definiert
werden. Die Cys-Cys, His-His (C,H,) Klasse besitzt die grofite Zahl von Mitgliedern, deren
Prototyp TFIIIA ist (Brown et al., 1985). Andere Kompositionen von Cysteinen und
Histidinen finden sich wie folgt: C, (Steroid-Thyroid Rezeptoren), C, (Gal4 Familie), C,HC
(RING-Finger Familie), C,HC (retrovirales Nukleocapsid), C,HC, (LIM-Doméne) und C,
(GATA-1) (Ubersicht in Berg und Shi, 1996). Zinkfinger Domanen konnen aulRer der
Bindung an DNA auch Interaktion mit anderen Proteinen oder mit RNA vermitteln. Sie
spielen wichtige Rollen in Zellwachstum, Differenzierung und in der Entwicklung. Einige
Zinkfinger Transkriptionsfaktoren wie TFII1A und SP1 werden ubiquitér exprimiert. Andere
dagegen werden sehr lokal exprimiert und haben sehr spezifische Aufgaben z.B. in der
Segmentierung des Embryos, wie die Drosophila Proteine Krippel und Hunchback
(Stanojevic et al., 1989; Kadonaga et al., 1987; Treisman und Desplan, 1989).

Zink Finger “H-C Zink Finger

Modul Link” Modul
1
hydrophobe
Amlnosaure
Cystem H|st|d|n
\ —
Zink-lon

Abb. 1.9: Schematische Darstellung einer Zinkfinger-Domane des C,H,-Typs. Zwei
benachbarte Zinkfinger-Module sind durch einen konservierten H/C-Link miteinander
verbunden. Die Cystein- und Histidin-Seitenketten koordinieren ein Zink-lon, wahrend drei
weitere konservierte Aminosauren (Phe, F; Leu, L; Tyr, Y) zur Bildung einer hydrophoben
Struktur beitragen (nach Romaniuk, 1985)
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19 Zinkfinger Multigenfamilien

Das Genom von Vertebraten enthalt schatzungsweise 1000 Gene fur Zinkfinger Proteine des
C,H, Typs (Bellefroid et al., 1989). Ein Grofiteil der in Vertebraten vorkommenden Gene fir
Zinkfinger Proteine ist wahrscheinlich erst spét in der Evolution durch Gen-Amplifikation
entstanden. Ihre biologische Funktion ist groftenteils unbekannt. Es existiert aber eine kleine
Gruppe evolutionar hoch konservierter Zinkfinger Proteine, die al's Trankriptions-Regulatoren
wahrend der Embryogenese und in der Zelldifferenzierung beteiligt sind (Ubersicht in El-
Baradi und Pieler, 1991; Pieler und Bellefroid, 1994). Diese lassen sich Uber Sequenz und
Anordnung ihrer Zinkfinger Cluster folgenden Typen zuordnen: der EGR-, der WT1, der
SP1, der GLI und der Schnurri-Typen.

Vertreter des Schnurri (Shn) Typs von Zinkfinger Proteinen zeichnen sich besonders durch
ihre Grofe aus, die 1000 bis 2700 Aminosauren betragt. 1hnen kénnen die SIP-1 Gruppe, die
EVI1-1 Gruppe und die Schnurri Gruppe zugeordnet werden. Die Proteine besitzen meist zwel
Zinkfinger Cluster, die weit voneinander entfernt im Protein positioniert sind und zueinander
Sequenzhomologie aufweisen. Im den meisten Féallen besitzen beide Zinkfinger Cluster
ahnliche bis identische DNA-Bindungse genschaften, sind z.T. aber auch an Protein-Protein
Wechsalwirkungen beteiligt. Alle drei Gruppen besitzen eine Funktion in der TGFb
Signaltransduktion.

1. SIP-1 Gruppe

dm Zfh-1 a I | nlOGOAS
hsSIP-1 — | ), 5 05
X SIPL ‘ I X III=1214 AS
hs dEF1 ( 111 | | In=1117 AS

2. EVI-1 Gruppe

hsEVI-1 (11111 ) 0 zF(CHO)
m_- 1042 AS B ZF(CH)
EVI-1 = Glu/Asp-reiche Region
mm 1111 || - d 1051 A5 HD-ahnlich
3. Schnurri-Gruppe
h i ( 1 |
dm Schnurri | | 1. | ns
hsHIV-EP1
S ¢ o . II- I2717As
- ( | )
hs HIV-EP2 | | L oA
hsHIV-EP3 11 |
I .' 2406 AS

Abb. 1.10: Struktureller Vergleich von Schnurri-verwandten Zinkfinger Proteingruppen.
Querbalken bezeichnen die Primarsequenz der Proteine.
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Die Proteine hSIP1 und XSIP1, "Smad Interacting Proteins’ und das humane dEF1, sowie
das Drosophila Protein Zfh-1 bilden eine Gruppe DNA bindender Zinkfinger Proteine.
hSIPlund XSIP1 interagieren mit aktivierten Formen der Proteine X Smadl, -2 und hSmad3,
und im Xenopus Embryo reprimiert hSIP1 den XBrachyury Promotor im Bereich der
Neuralplatte (Verschueren et al., 1999; Remacle et al., 1999).

EVI-1ist ein sequenzspezifischer Transkriptions-Repressor, der den antiproliferativen Effekt
von TGF-b inhibiert (Kurokawa et al., 1998a, 1998b; Bartholomew et al., 1997). Evi-1
interagiert Uber seine aminoterminale Zinkfinger Domane mit der aktivierten Smad3-MH2
Domaéne und rekrutiert gleichzeitig den Korepressor CtBP (Izutsu et al., 2001).

1.10 Schnurri-Proteinei.e.S.

Die Gruppe der Schnurri-verwandten Proteine enthdlt sehr grofe Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren mit Proteingréf3en von mehr als 280 kDa. Zu ihnen gehdren Schnurri
(Drosophila melanogaster ), HIV-EP1, HIV-EP2 und HIV-EP3 (human immunodeficiency
virus-enhancer binding protein-1, -2 und -3; Nomenklatur der Vertebraten-Proteine in
Anlehnung an Hicar et al., 2001). Allein das Drosophila Schnurri Protein besitzt am
Carboxyterminus ein zusétzliches Cluster von 3 Zinkfingern. Die drei Schnurri-verwandten
Proteine aus Saugern wurden vielfach unabhéngig voneinander und oft nur partiell isoliert.
Zwei Doppelzinkfinger Motive des C,H, Typs sind weit voneinander entfernt in den
Proteinen positioniert. Bis auf das Protein HIV-EP2 besitzen die Proteine im mittleren
Bereich einen weiteren Zinkfinger des C,HC Typs. Aulerhalb der konservierten Zinkfinger
Doménen variieren die Sequenzen von HIV-EPL, -2 und -3 stark. Hicar et al. (2001)
beschreiben weitere in Sequenz und relativer Position konservierte Doméanen, deren Funktion
jedoch nicht charakterisiert ist.

Die jeweligen Doppelzinkfinger Doménen der Proteine sind zueinander stark
sequenzhomolog. Eine Reihe von Untersuchungen zeigten eine spezifische Bindung der
Zinkfinger Doméanen an NF-k B-ahnliche Motive mit dem Konsensus GGGN, 5, CC, wie
einesimHIV-LTR (Long Terminal Repeat) vorkommt (Dorflinger et al., 1999; Fan und
Maniatis, 1990; Baldwin et al., 1990; Maekawaet al., 1989). Das kB Motiv ist ein wichtiges
Enhancer-Element, das die Genexpression als Antwort auf virale Antigene, Mitogene und
Zytogene vermittelt (Ubersichten in Baeuerle und Henkel, 1994; Ghosh et al., 1998). Neben
rel/NF-k B binden an die kB Motive auch NKBF (neuronal kB binding factor, Moerman et
al., 1999), BETA (brain-specific enhancer binding transcription activator, Korner et al., 1989),
und DBF-1 und -2 (developing brain factors-1 und -2, Cauley und Verma, 1994). Die
genannten Proteinen werden im Gehirn exprimiert.

Im Gegensatz zur spezifischen Bindung an NF-kB Motive beschreiben Dorflinger et al.
(1999) fur HIV-EP2 eine spezifische Bindung an eine TC-reiche Squenz im Somatostatin
Rezeptor |1 Gen Enhancer. Die Autoren vermuten fur HIV-EP2 eine Bindung an haufig in
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Promotoren vorkommende GC- oder TC-reiche Sequenzelemente. Vermutet wird daher eine
Funktionen als Adaptorprotein fir andere Faktoren oder als "Entwindungshelfer" von
Chromatin. Wu et al. (1993, 1996) beschreiben darlber hinaus eine Bindung der
carboxyterminalen Zinkfinger Doméane des murinen HIV-EP3 an die V(D)J Rekombinations
Signal Sequenz (RSS).

Das Protein HIV-EP1 wird in der adulten Maus differentiell exprimiert, mit einer hochsten
Expression im Gehirn (Nakamuraet al., 1990, Brady et al., 1995). Die Zinkfinger Doménen
des humanen HIV-EP1 binden an Promotorsequenzen von Genen des "Major
Histocompatibility Complex Class 1" (MHC-classl) (Van'T Veer et al., 1992; Baldwin et al.,
1990; Mitchelmore et al., 1991; Rustgi et al., 1990). Tanaka et al., (2000) beobachteten fir
das murine Protein, dass im Stadium d8.5 des Mausembryos die Expression bel ansonsten
ubiquitérer Vertellung in Regionen von undifferenziertem Knorpelgewebe (z.B. Rippen,
Wirbelsdule) ausgespart ist. Die Autoren bemerken, dass HIV-EPL in diesen Regionen als
Transkriptions-Repressor des Col2A1 Kollagen Gen Enhancers wirkt, wobel nur die
carboxytermina e Doppel zinkfinger Doméne an den Enhancer bindet. Muchardt et al. (1992)
und Kantorow et al. (1993) berichten fir das murine und das humane homologe Gen von
SpleilBvarianten, die kirzere Proteine hervorbringen, welche jeweils nur fir die
aminoterminale oder die carboxyterminae Doppel zinkfinger Doméne kodieren.

HIV-EP2 besitzt a's einziges der Schnurri Proteine keinen C,HC Zinkfinger im mittleren
Bereich des Proteins. In Saugern wird ein einziges Transkript von ca. 10 kb differenziell in
adulten Geweben exprimiert (Makino et al., 1994, Ron et al., 1991, Nomura et al., 1991,
Dorflinger et al., 1999). Die stérkste Genexpression findet sich bei Mensch, Maus und Ratte
im Gehirn und in Skelettmuskeln (Ron et al.,1991, Makino et al., 1994, Dorflinger et al.,
1999). Im Gehirn der Maus wird HIV-EP2 in definierten Domanen mit dem Initiatorprotein
SEF-2 koexprimiert, mit dem es in Aktivierung der Genexpression des Somatostatin-
Rezeptors-2 (SSTR-2) kooperiert. SSTR-2 reguliert die Ausschittung einer Reihe von
Hormonen aus der Adenohypophyse (Dorflinger et al, 1999).

Auch das Protein HIV-EP3 wird in der Maus differentiell exprimiert, mit einer stérksten
Expression in der Thymusdrise (Wu et al., 1993, 1996). Die Autoren berichten von zwei
Spleilvarianten von 10 kb und 4.5 kb Lange, deren Funktion jedoch unbekannt ist.

Uber keines der Proteine HIV-EP1, -2 und -3 ist eine Funktion wahrend der friihen dorso-
ventralen Musterbildungsprozesse im Embryo bekannt.
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111 Ziel der Arbeit

Im Rahmen der Diplomarbeit "Isolierung und Charakteriserung von zum Drosophila
melanogaster Zinkfinger Protein Schnurri homologen Proteinen aus dem Krallenfrosch
Xenopus laevis' (Durr 1997) wurden drei partielle, Schnurri-verwandte cDNA Sequenzen,
Xshnl, -2 und -3, isoliert und in Ansétzen charaktierisiert. Es konnte eine Expression aller
drei Gene maternal und wahrend der friihen Musterbildungsprozesse des Xenopus Embryo
nachgewiesen werden. Erste phanotypische Untersuchungen von Embryonen, denen ein
dominant-negatives Fusionskonstrukt mikroinjiziert wurden, gaben deutliche Hinweise auf
einen Einfluss von Schnurri-Proteinen auf die Regulation der frihen Musterbildung im
Embryo.

Zid der vorliegenden Arbeit war es, die Funktion der Xenopus Schnurri Proteine wahrend der
frihen Embryonal entwicklung zu spezifizieren und besonders eine mogliche Beteiligung in
der Signalvermittlung der TGFb Familie von Morphogenen zu untersuchen. Hierzu sollte
zunachst das  Expressionsverhdten der Gene  genauer  untersucht  und
Uberexpressionsexperimente vervollstandigt werden. Fir eine funktionelle Analyse sollte die
cDNA Sequenz mindestens eines der Xenopus Schnurris vervollstandigt werden und
schliefdich eine Kooperation von Xshn mit Mitgliedern der Smad Familie von intrazelluléren
Vermittlern der TGFb Liganden untersucht werden.
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2. Material

2.1 Versuchstiere

Der Afrikanische Kralenfrosch (Xenopus laevis) gehort zur Familie der zungenlosen
Froschlurche (Pipidae) der Ordnung Anura. Pigmentierte und Albino-Frésche wurden von
Dipl.-Ing. Horst Kéhler (Hamburg) und den Firmen Xenopus | (Ann Arbor, USA) und Nasco
(Ft. Atkinson, USA) erworben. Die Tiere wurden gemdald den Tierschutzbestimmungen
gehalten und behandelt. Die Bestimmung der Embryonalstadien erfolgte nach Nieuwkoop und
Faber (1967).

2.2 Bakterienstamme und Genbanken

Bakterien:
Es wurden E. coli-Stdmme der folgenden Genotypen verwendet (Stratagene GmbH,
Heidelberg, New England Biolabs, Schwalbach/Taunus):

XL1-Blue recAl, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac[F proAB,
lacl9ZDM 15, Tn10(Tet")]°.(Bullock et al., 1987)

XL1-Blue MRF’ D(mcrA)183, D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-1,
recAl, gyrA96, relAllac[F proAB, lacl“ZDM 15, Tn10(Tet")]*

XLOLR D(mcrA)183, D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, thi-1, recAl,
gyrA96, relAl lac[F proAB, lacl®ZDM 15, Tn10(Tet")]*, Su, |

GM 2163 F ara-14 leuB6 fhuA31 lacY 1 tsx78 ginV44 ga K2 gal T22 mcrA decm-6
hisG4 rfbD1 rpsL 136 dam13::Tn9 xylA5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2

cDNA-Banken:

Zur |solation von cDNA-Sequenzen standen zwei | -Zap Express cDNA-Banken (Stratagene
GmbH, Heidelberg) zur Verfigung. Eine davon wurde von Dr. T. Hollemann erstellt und
enthielt cDNA aus praparierten Kopfen bzw. Schwanzspitzen von Xenopus-Embryonen
(Stadium 28-31, Hollemann et al.,1996). Die zweite cDNA Bank wurde von Dr. Yong Long
Chen aus artifiziellem Chorda dosalis Gewebe hergestellt (Hollemann et al.,1998). Die
Erststrang-Synthese  der cDNAs efolgte mit Hilfe von "random" (zufdlig
zusammengesetzten) oder , oligo-dT* hexameren Oligonukleotiden. Die Einzelfraktionen der
cDNA-Banken enthielten naherungsweise jeweils 50.000 unabhéngige Phagen.

2.3 Vektoren und Oligonukleotide

Konstrukte, welche nicht im Rahmen dieser Arbeit erstellt wurden, sind mit entsprechenden
Referenzen gekennzeichnet.
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Vektoren

Fir Uberexpressionsstudien wurden cDNAs in den pCS2+ Vektor (Rupp et al., 1994, Turner
und Weintraub, 1994) bzw. dessen Derivate kloniert. Der pCS2+ Vektor besitzt einen starken
eukaryotischen Promotor (sSCMV IE94), gefolgt von einem prokaryotischen SP6-Promotor,
der die invitro Sythese der RNA erlaubt. Es folgt eine Polyadenylierungssequenz des SV40-
Virus, die von zwei Polylinkern umgeben ist. In SP6-transkribierter ‘CAP' -mRNA war dieses
Polyadenylierungssignal am 3'-Ende enthalten. Modifizierte pCS2+ Versionen konnten eine
Epitopmarkierung (MT, 6 Myc) und/oder eine Kernlokalisationssequenz (NLS bzw.
MTNLS) enthalten, oder zytoplasmatische Galaktosidase (cbgal) bzw. ein Fusionskonstrukt
exprimieren. Um zu vermeiden, dal3 mdgliche regulatorische Sequenzen der 5 oder 3
untrandatierten Region (UTR) die Trandation der synthetischen mRNA beeintréchtigten,
wurde nur der offene Leserahmen der cDNA subkloniert. Mit dem pCS2+MT Vektor konnten
die synthetisierten Proteine mit sechs aminoterminalen MT-Epitopen markiert und mit anti-
MT-Antikorpern nachgewiesen werden. Der Vektor pCS2+NLSMT vermittelte den Proteinen
ein zusdtzliches Kernokalisationssignal. Mit Hilfe des pCS2+Flag Vektors konnten
synthetisierte Proteine mit anti-Flag-Antikérpern nachgewiesen werden. Plasmide, die aus
anderen Laboren bezogen wurden, sind durch Angabe der Erstverdffentlichung
gekennzeichnet.

Konstrukte und cDNAsfiir Uber expression im Xenopus Embryo

XShnl

pBK-CMV_Xshn1(3.34): enthdt den 5 EcoRI/3 Xhol-klonierten 3" -Bereich von Xshnl
(1908 bp) sowie 1055 bp der vollstdndigen 3’ untrandatierten Region incl. poly(A) Sequenz.
Zur Synthese von antisense-RNA wurde mit EcoRI linearisiert und mit T7 transkribiert, um
Antisense RNA von 2,6 kb Lange zu erhalten.

PGEM-T_Xshn1(31.3): enthdlt ein T/A kloniertes Fragment von 0,9 kb aus Xshnl, das durch
PCR auf einem Phagengemisch der Fraktion 1.31 der Chorda dorsalis cDNA Bank erhalten
wurde. Es wurden die Primer und pBK-CMV-5" und shn3 (degen) in der PCR verwendet.

Xshn2

pBK-CMV_Xshn2(3.19): enthdt den 5 EcoRI/3 Xhol-klonierten 3" -Bereich von Xshn2
(3867 bp) sowie 830 bp der vollsténdigen 3' untrandatierten Region incl. poly(A) Sequenz
von Xshn2.

PGEM-T_Xshn2(3.15): enthalt ein T/A kloniertes PCR Produkt von 0,7 kb aus dem offenen
Leserahmen von Xshn2. Die PCR wurde mit den Primern pBK-CMV-shn4 und Xshn2-19L
auf einem Phagengemisch der Xenopus Kopf-cDNA Bank Fraktion 3.15 (Hollemann et al.,
1996) durchgefihrt.

PCS2+NLSMT_Xshn2ZF-enR: Der Vektor pCS2+NLSMT-enR (Bellefroid et al., 1996)
enthalt die Drosophila engrailed Repressionsdomane (AS 2-298) (Smith et al., 1996), kloniert
in die Xbal/SnaBl Stelle. In die EcoRI/Xbal Stelle wurde die PCR-amplifizierte Xshn2
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Doppelzinkfinger Doméne der AS GGFK-KCLE (78 AS) kloniert. Fir sense mRNA wurde
mit Apal linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pCS2+NLSMT_Xshn2ZF-Ela: Die PCR-amplifizierte Xshn2 Doppelzinkfinger Doméane der
AS GGFK-KCLE (78 AS) wurde in die EcoRI/Xbal Stelle vor die adenovirde
Transaktivierungsdomane (AS 121-220) des Proteins Ela (Richter et al., 1985) kloniert. Fur
sense MRNA wurde mit Apal linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

Xshn3
pBK-CMV_Xshn3(5.20): enthdlt den 5’ EcoRI/3" Xhol-klonierten 3"-Bereich von Xshn3 (1,7
kb) sowie 1,1 kb der vollsténdigen 3 untrandatierten Region incl. poly(A) Sequenz von
Xshn3.

PGEM-T_Xshn3(11d/Xshn3-2L): enthdlt ein partielles Fragment (1486 bp) der Xshn3 cDNA
Sequenz (bp 4647-6132), das in einer RT-PCR Reaktion auf Gesamt-RNA aus Xenopus
Stadien mittels degeneriertem und spezifischem Oligonukleotid (shn11U-deg/Xshn3-2L)
gewonnen wurde. FUr antisense-RNA wurde mit Apal linearisiert und mit SP6 transkribiert.

PGEM-T_Xshn3(6d/Xshn3-11L)): enthdlt ein partielles Fragment (1701 bp) der Xshn3
cDNA Sequenz (bp 3033-4733), dasin einer RT-PCR Reaktion auf Gesamt-RNA aus Xenopus
Stadien mittels degeneriertem und spezifischem Oligonukleotid (shn6U-deg/Xshn3-11L)
gewonnen wurde. FUr antisense-RNA wurde mit Notl linearisiert und mit T7 transkribiert.

pBK-CMV-Xshn3(3.25): enthdlt den 5° EcoRI/3" Xhol-klonierten Bereich von 2973 bp der
cDNA von Xshn3 (bp 950-3922), isoliert aus einer Xenopus Kopf cDNA-Bank. Zur Synthese
von antisense-RNA wurde mit Notl linearisiert und mit T7 transkribiert.

pBK-CMV_Xshn3(3.12): enthdt den 5 EcoRI/3 Xhol-klonierten 5 -Bereich von Xshn3
(1037 bp) sowie 240 bp der 5’ untranglatierten Region, isoliert aus einer Xenopus Kopf cDNA-
Bank. Zur Synthese von antisense-RNA wurde mit Notl linearisiert und mit T7 transkribiert.

pCS2+MT_Xshn3-ORF: enthdlt den offenen Leserahmen von Xshn3 (Nukleotide 241-7974
der cDNA). Das Konstrukt wurde in mehreren Schritten erstellt. Ein ausgehend von pBK-
CMV_Xshn3(3.12) erstelltes PCR-Fragment 1 (Xshn3-MunlF(aal)/Xshn3-XholR(aal075))
von 3.3 kb Lange, das 5° von einer Munl-Schnittstelle und 3' von einer Xhol-Schnittstelle
flankiert war, wurde in die EcoRI/Xhol Klonierungsstelle des pCS2+MT Vektors inseriert,
wobel die EcoRI-Schnittstelle 5 zum Insert inaktiviert und auferdem das Start-ATG
(Methionin) in TGG (Trp) konvertiert wurde. Zudem wurde 3" im Insert die letzte Aminosdure
von von GTG (Valin) zu CTC (Lys) konvertiert. Im zweiten Schritt wurde ausgehend von
pBK-CMV _Xshn3(5.20) ein 5" mit Xbal und 3' mit Spel flankiertes PCR-Fragment 3 (Xshn3-
XbalF(aa 1933)/Xshn3-Spel-stop(aa2578)) von 2.0 kb Lange ungerichtet in das mit Xbal
linearisierte Konstrukt pCS2+MT_Xshn3(1) inseriert, wobei die 3 gelegene Xbal-
Schnittstelle eliminiert und ein Stop-Kodon eingeflgt wurde. Im dritten Schritt wurde
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ausgehend von pGEM-T_Xshn3(11d/Xshn3-2L) ein 5" und 3" mit Xbal flankiertes PCR-
Fragment "2b" (Xshn3-Xbal F(aal490)/X shn3-XbalR(aal1933)) von 1.3 kb Lange ungerichtet
in das mit Xbal linearisierte Konstrukt pCS2+MT_Xshn3(1+3) inseriert. Hierbel wurde im 5
Bereich des neu inserierten Fragmentes "2b" die erste Aminosdure von AAA (Lysin) zu AGA
(Arginin) konvertiert. Im vierten Schritt wurde ausgehend von pGEM-T_Xshn3(6d/Xshn3-
11L) eén 5 mit Xhol und 3 mit Xbal flankiertes PCR-Fragment "2a' (Xshn3-
Xhol F(aal1075)/Xshn3-XbalR(aa1933)) von 1.2 kb Lange in das mit Xhol und Xbal
linearisierte Konstrukt pCS2+MT_Xshn3(1+2b+3) inseriert. Hierbei wurde im 5° Bereich des
Insertionsfragmentes "2a" eine stille Mutation eingefiigt: GAA (Aspartat) wurde zu GAG
konvertiert. Eine weitere stille Mutation wurde im 3" Bereich des Insertionsfragmentes "2a"
eingeflgt, indem TCC (Serin) zu TCT konvertiert wurde. In diesem Klonierungsschritt wurde
eine Dam-Methylierung der Xbal-Schnittstelle im Ubergang der Insertionsfragmente 2b und 3
des Konstruktes pCS2+NLSMT_Xshn3(1+2b+3) genutzt, die ermdglichte, trotz zweier Xbal
Schnittstellen im  Vektor pCS2+MT_Xshn3(1+2b+3) diesen mit Xbal lediglich zu
linearisieren.

pCS2+MT_Xshn3-ORF(wt): wurde aus dem Plasmid pCS2+MT_Xshn3-ORF hergestellt.
Um drei Punktmutationen im Bereich des Insertionsfragmentes 2a von pCS2+MT_Xshn3-
ORF zu korrigieren (Arg>Gly bel bp 3323; Asp>Lys bel bp 3543; Glu>Gly bei bp 3580 des
offenen Leserahmens), wurde zunéchst das Konstrukt pCS2+NLSMT_Xshn3-Fragm.4 in drei
Schritten durch PCR-gestiitzte in vitro Mutagenese korrigiert. Anschlief3end wurde aus dem
Konstrukt pCS2+NLSMT_Xshn3-Fragm.6 Uber zwel Xbal Schnittstellen ein Fragment von
19 kb (bp 4467-6353) in das Xbal-linearisierte Konstrukt pCS2+NLSMT_Xshn3-
Fragm.4(wt) inseriert, um das grofRere Konstrukt pCS2+NLSMT_Xshn3-Fragm.4-6(wt) zu
erhalten. Aus diesem konnte dann ein Sacl/Spel Fragment von 3.4 kb (bp 2234-5590 des
offenen Leserahmens) in das ebenso linearisierte Konstrukt pCS2+NLSMT_Xshn3-ORF
Uberfuhrt werden, wodurch der mutierte Bereich durch den korrigierten ersetzt wurde. Das
Produkt wurde mit dem Zusatz (wt) fur ,,wildtyp* versehen: pCS2+NLSMT_Xshn3-ORF(wt).
Alle Klonierungsschritte wurden durch Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Gberpruft.

pCS2+MT_Xshn3Aloopl: ist eine in vitro mutierte Form von pCS2+MT_Xshn3-ORF(wt), in
der drel stille Mutationen bei Xshn3-Aminosdureposition 218, 220 und 221 eingefiigt wurden.
Die hierfur verwendeten Primer sind: Xshn3-loopl1-F und Xshn3-loopl-R.

pCS2+Flag_Xshn3(ORF) und pCS2+Flag Xshn3(ORF)(wt): enthalten den offenen
L eserahmen von Xshn3 (Nukleotide 241-7974 der cDNA). Die Konstrukte wurden analog den
Konstrukten pCS2+MT_Xshn3-ORF und pCS2+MT_Xshn3-ORF(wt) erstellt.

pCS2+Flag_Xshn3Aloopl: ist eine invitro mutierte Form von pCS2+Flag_Xshn3-ORF(wt),
in der drei stille Mutationen bei Xshn3-Aminosdureposition 218, 220 und 221 eingefligt
wurden. Die hierflr verwendeten Primer waren: Xshn3-loop1-F und Xshn3-loopl-R.

PCS2+NLSMT_Xshn3(Fragm.l) und pCS2+MT_Xshn3(Fragm.l): enthalten die ersten
1956 bp des offenen Leserahmens von Xshn3 (Nukleotide 141-2204). Ausgehend von
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pCS2+MT_Xshn3-ORF wurde in einer PCR mit Linker-Oligonukleotiden (Xshn3-
MunlF(aal)/X shn3-Xhol-stop(aab52)) ein Fragment von 2.0 kb Lange amplifiziert und nach
dem A/T-cloning System ungerichtet in den Vektor pGEM-T eingefugt (pGEM-
T_Xshn3(Fragm.1)). Das Start-ATG (Methionin) wurde durch das Linker-Oligonukleotid in
TGG (Tryptophan) konvertiert. 3" der cDNA Sequenz wurde durch das Linker-Oligonukleotid
ein zusdtzliches Stop-Kodon (TAA) eingefigt. Nach Sequenzierung wurde das
Insertionsfragment Uber seine Linker-Oligonukleotide mit Mfel/Xhol isoliert und gerichtet in
die EcoRI/Xhol Schnittstellen der Vektoren PCS2+NLSMT und PCS2+MT Kloniert. Die 5
EcoRI-Schnittstellen wurde dabei zerstort. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl
linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pCS2+NLSMT_Xshn3(Fragm.2) und pCS2+MT_Xshn3(Fragm.2): enthalten die ersten
3225 bp des offenen Leserahmens von Xshn3 (Nukleotide 141-3465 der cDNA). Ausgehend
von pCS2+MT_Xshn3-ORF wurde ein Clal/Xhol Fragment von 3.5 kb (MT-Bereich bis bp
3225 des offenen Leserahmens von Xshn3) ausgeschnitten und in den Clal/Xhol linearisierten
Vektor pCS2+NLSMT bzw. pCS2+MT inseriert. Hierbel wurde das resultierende
Proteinfragment am Carboxyterminus um vier Aminosauren aus dem Vektor verlangert. Zur
Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

PCS2+NLSMT_Xshn3(Fragm.3) und pCS2+MT_Xshn3(Fragm.3): enthaten bp 1275-
3227 des offenen Leserahmens von Xshn3. Ausgehend von pCS2+MT_Xshn3-ORF wurde in
einer PCR mit Linker-Oligonukleotiden (Xshn3-MunlF(aa425)/X shn3-Xhol-stop(aal075)) ein
Fragment von 3.2 kb Lange amplifiziert und nach dem A/T-cloning System ungerichtet in den
Vektor pGEM-T eingefugt (pGEM-T_Xshn3(Fragm.3)). Hierbei wurde 5" durch das Linker-
Oligonukleotid die Klonierungsstelle Munl eingefiigt, wahrend 3" durch das Linker-
Oligonuklectid ein zusétzliches Stop-Kodon (TAA) angefligt wurde.

Das Start-ATG (Methionin) wurde durch das Linker-Oligonukleotid in TGG (Tryptophan)
konvertiert. Nach Sequenzierung wurde das Insertionsfragment Uber seine Linker-
Oligonuklectide Uber Mfel/Xhol isoliert und gerichtet in die EcoRI/Xhol Schnittstellen der
Vektoren PCS2+NLSMT und PCS2+MT kloniert. Die 5= EcoRI-Schnittstellen wurde dabei
zerstort. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

PCS2+NLSMT_Xshn3(Fragm.4)(wt) und pCS2+MT_Xshn3(Fragm.4)(wt): enthalten
bp1626-5249 des offenen Leserahmens von Xshn3. Ausgehend von pCS2+MT_Xshn3-ORF
wurde in einer PCR mit Linker-Oligonukleotiden (Xshn3-Xhol(aa542)/Xshn3-Xhol-
stop(aal749)) ein Fragment von 3.6 kb Lange amplifiziert und nach dem A/T-cloning System
ungerichtet in den Vektor pGEM-T eingefugt (pGEM-T_Xshn3(Fragm.4)). 3" der cDNA
Sequenz wurde durch das Linker-Oligonukleotid ein zusétzliches Stop-Kodon (TAA)
eingefligt. Durch PCR-gestltzte in vitro Mutagenese wurde eine Punktmutation bei bp 3225
des klonierten Leserahmens eingefligt, um die dortige Xhol Restriktionsschnittstelle zu
eliminieren. Lysin (CTC) wurde zu Vain (GTC) konvertiert, was einer Ruckmutation
innerhalb der Xshn3 Aminosduresequenz entsprach (pGEM-T_Xshn3(Fragm.4-DXhol)). Nach
Sequenzierung wurde das Insertionsfragment 4 Uber seine Linker-Oligonukleotide mit Xhol
isoliert und ungerichtet in die Xhol Schnittstelle des Vektors PCS2+NLSMT kloniert. Um drei
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Punktmutationen innerhalb des Fragmentes zu korrigieren (Arg>Gly bei bp 3323; Asp>Lys
bei bp 3543; Glu>Gly bel bp 3580 des offenen Leserahmens), wurde die Sequenz der
PCS2+NLSMT-Variante in drei Schritten durch PCR-gestitzte Mutagenese korrigiert.
Anschlief3end konnte das Insertionsfragment Uber seine flankierenden Xhol-Schnittstellen in
den Vektor pCS2+MT transferiert werden. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl
linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

PCS2+NLSMT_Xshn3(Fragm.5) und pCS2+MT_Xshn3(Fragm.5)(wt): enthalten bp 3225-
5249 des offenen Leserahmens von Xshn3. Ausgehend von pCS2+MT_Xshn3-ORF wurde in
einer PCR mit Linker-Oligonukleotiden (Xshn3-Xhol (aal075)/X shn3-Xhol-stop(aal749)) ein
Fragment von 2.0 kb Lange amplifiziert und nach dem A/T-cloning System ungerichtet in den
Vektor pGEM-T eingefugt (pGEM-T _Xshn3(Fragm.5)). Im 5  Bereich des
Insertionsfragmentes wurde dabel eine stille Mutation aus dem Konstrukt pCS2+MT_Xshn3-
ORF Ubernommen: GAA (Aspartat) war zu GAG konvertiert. 3" der cDNA Sequenz wurde
durch das Linker-Oligonukleotid ein zusétzliches Stop-Kodon (TAA) eingefugt. Nach
Sequenzierung wurde das Insertionsfragment 5 Uber seine Linker-Oligonukleotide mit Xhol
isoliert und ungerichtet in die Xhol Schnittstelle des Vektors PCS2+NLSMT kloniert. Um drei
Punktmutationen innerhalb des Fragmentes zu korrigieren (Arg>Gly bei bp 3323; Asp>Lys
bei bp 3543; Glu>Gly bei bp 3580 des offenen Leserahmens), wurde die Sequenz der
PCS2+NLSMT-Variante in drei Schritten durch PCR-gestitzte in vitro Mutagenese korrigiert.
Anschlief3end konnte das Insertionsfragment Uber seine flankierenden Xhol-Schnittstellen in
den Vektor pCS2+MT transferiert werden. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl
linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pCS2+NL SMT_Xshn3(Fragm.6)(wt) und pCS2+MT_Xshn3(Fragm.6)(wt): enthalten bp
3225-6357 des offenen Leserahmens von Xshn3. Ausgehend von pCS2+MT_Xshn3-ORF
wurde in einer PCR mit Linker-Oligonukleotiden (Xshn3-Xhol(aal075)/Xshn3-Xhol-
stop(aa2119)) ein Fragment von 3.2 kb Lénge amplifiziert und nach dem A/T-cloning System
ungerichtet in den Vektor pGEM-T eingefiigt (0 GEM-T_Xshn3(Fragm.6)). Im 5" Bereich des
Insertionsfragmentes wurde dabel eine stille Mutation aus dem Konstrukt pCS2+MT_Xshn3-
ORF Ubernommen: GAA (Aspartat) wurde zu GAG konvertiert. 3" der cDNA Sequenz wurde
durch das Linker-Oligonukleotid ein zusétzliches Stop-Kodon (TAA) eingefugt. Nach
Sequenzierung wurde das Insertionsfragment 6 Uber seine Linker-Oligonukleotide mit Xhol
isoliert und ungerichtet in die Xhol Schnittstelle des Vektors PCS2+-NLSMT kloniert. Um
drei Punktmutationen innerhalb des Fragmentes zu korrigieren (Arg>Gly bei bp 3323;
Asp>Lys bel bp 3543; Glu>Gly bei bp 3580 des offenen Leserahmens), wurde die Sequenz
der PCS2+NLSMT-Variante in drei Schritten durch PCR-gestiitzte in vitro Mutagenese
korrigiert. Anschliefend konnte das Insertionsfragment Uber seine flankierenden Xhol-
Schnittstellen in den Vektor pCS2+MT transferiert werden. Zur Synthese von sense-mRNA
wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pCS2+NLSMT_Xshn3(Fragm.7) und pCS2+MT_Xshn3(Fragm.7): enthdlt mit bp 5640-
7736 das 3" Ende des offenen Leserahmens von Xshn3. Ausgehend von pCS2+MT_Xshn3-
ORF wurde in einer PCR mit Linker-Oligonukleotiden (Xshn3-Xhol F(aa1880)/X shn3-Xhol-



2. Material 23

stop(aa2578)) ein Fragment von 2.1 kb Lénge amplifiziert und nach dem A/T-cloning System
ungerichtet in den Vektor pGEM-T eingefugt. Hierbel wurde 5° eine Xhol Restriktionsstelle
eingeflgt; 3° wurde durch das Linker-Oligonukleotid ein zusétzliches Stop-Kodon (TAA)
angeflgt. Nach Sequenzierung wurde das Insertionsfragment 7 Uber seine Linker-
Oligonukleotide mit Xhol ausgeschnitten und ungerichtet in die Xhol Schnittstellen der
Vektoren PCS2+NLSMT und PCS2+MT kloniert. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit
Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pCS2+NLSMT_Xshn3(Fragm.8) und pCS2+MT_Xshn3(Fragm.8): enthdlt mit bp 6357-
7736 das 3" Ende des offenen Leserahmens von Xshn3. Ausgehend von pCS2+MT_Xshn3-
ORF wurde in einer PCR mit Linker-Oligonukleotiden (Xshn3-Xhol F(aal880)/X shn3-Xhol-
stop(aa2578)) ein Fragment von 1.4 kb Lange amplifiziert, unmittelbar mit dem
Restriktionsenzym Xhol behandelt, aufgereinigt und Uber seine Linker-Oligonukleotide
ungerichtet in die Xhol Schnittstellen der Vektoren PCS2+NLSMT und PCS2+MT kloniert.
Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

PCS2+NLSMT_Xshn3ZF: In die EcoRI/Xbal Stelle wurde die PCR-amplifizierte Xshn3
Doppelzinkfinger Doméne der AS GGYK-KCLD (78 AS) kloniert. Fur die Synthese von
sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

PCS2+NLSMT_Xshn3ZF-enR: Der Vektor pCS2+NLSMT-enR (Bellefroid et al., 1996)
enthdlt die Drosophila engrailed Repressionsdoméne (AS 2-298) kloniert in die Xbal/SnaBl
Stelle. In die EcoRI/Xbal Stelle des wurde die PCR-amplifizierte Xshn3 Doppelzinkfinger
Doméne der AS GGYK-KCLD (78 AS) kloniert. Fur die Synthese von sense mRNA wurde
mit Apal linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

PpCS2+NLSMT_Xshn3ZF-VP16: De Vektor pCS2+NLSMT-VP16 enthdt die
carboxyterminale Transaktivierungsdomane (AS 414-490) des viralen Proteins VP16
(Sadowski et al., 1988; Cress et al., 1991). In die EcoRI/Xbal Stelle wurde die PCR-
amplifizierte Xshn3 Doppelzinkfinger Doméane der AS GGYK-KCLD (78 AS) kloniert. Flr
die Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

Smad Konstrukte:

pCS2+Flag-Smadl: enthdlt den offenen Leserahmen von Xenopus Smadl (Nukleotide 160-
1551 der cDNA von 1769 bp) (Graff et al.,1996; EMBL accession number L77888). Der
offene Leserahmen wurde in einer PCR mit den Primern Xsmadl-EcoRI-F(aal)/Xsmadl-
XholStop(aad64) amplifiziert, das Produkt direkt verdaut und gerichtet in den entsprechend
linearisierten Vektor pCS2+FLAG inseriert. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl
linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pCS2+Smadl: enthdlt die gesamte Smadl cDNA, kloniert von C. Blumenstock, zur
Verflgung gestellt von C. Niehrs. Zur Synthese von sense mRNA wurde mit Notl linearisiert
und mit Sp6 transkribiert.
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pCS2+Flag-Smad2: enthédlt den offenen Leserahmen von Xenopus Smad2 (Nukleotide 51-
1448 der cDNA von 1709 bp) (Graff,J.M. et al.,1996; EMBL accession number L77885). Der
offene Leserahmen wurde in einer PCR mit den Primern Xsmad2-EcoRI-F(aal)/Xsmadl-
XholStop(aad66) amplifiziert, das Produkt direkt verdaut und gerichtet in den entsprechend
linearisierten Vektor pCS2+FLAG inseriert. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl
linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pRN3+Smad2: enthdlt den offenen Leserahmen (EcoRI/Notl PCR-Produkt) von Xenopus
Smad?2 im Vektor pRN3, zur Verfigung gestellt von C. Niehrs. Zur Synthese von sense
MRNA wurde mit Kpnl linearisiert und mit T3 transkribiert.

pCS2+Flag-Smad3: enthdlt den offenen Leserahmen von hSmad3 ohne das Start-Methionin
(Nukleotide 70-1341 der cDNA von 2303 bp) (Riggins et al.,1996; EMBL accession number
U68019). Der offene Leserahmen inklusive eines 5 -liegenden Flag-Epitopes und ohne das
Start-Methionin von Smad3 wurden aus dem Vektor CS2-Flag-Smad3 (Joan Massagué, Sloan
Kettering Institute, NY, USA) mit dem Restriktionsenzym EcoRI ausgeschnitten und
ungerichtet in den ebenfals EcoRI behandelten Vektor pCS2+ inseriert. Zur Synthese von
sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pCS2+Smad4-Flag: enthalt den offenen Leserahmen von hSmad4 (Nukleotide 130-1784 der
cDNA von 2681 bp) (Zhang et al.,1996; EMBL accession number NM_005359). Das
Konstrukt PCD_D4 3'FLAG wurde 3" des offenen Leserahmens von hSmad4 und des 3
gelegenen FLAG-Epitopes mit dem Restriktionsenzym Apal linearisiert, Uberhdngende Enden
zu stumpfen Enden Uberfihrt, das gesamte hSmad4-FLAG Insertionsfragment inclusive 66 bp
der 5’UTR von hSmad4 anschlieffend mit BamHI ausgeschnitten und gerichtet in den
BamHI/SnaBl-linearisierten Vektor pCS2+ inseriert, wobei die SnaBl Schnittstelle zerstort
wurde. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pCS2+Flag-Smad5: enthélt den offenen Leserahmen von hSmad5 (Nukleotide 131-1525 der
cDNA von 2200 bp) (Riggins et al., 1996; EMBL accession number U59913). Aus dem
Konstrukt pFlag-CMV 2-Smad5 wurde in zwei Schritten der offene Leserahmen von hSmad5
mit 30 Nukleotiden der Vektorsequenz aus pCF in die EcoRI/Xbal Schnittstelle des Vektors
pCS2+FLAG integriert. Zunéchst wurde ein ca. 450 Nukleotide grof3es EcoRI/Xbal Fragment
des 3" Bereiches inklusive Stopkodon in den Zielvektor eingebracht, um im zweiten Schritt die
EcoRI/EcoRlI-isolierten 5° Region ungerichtet hinzuzufligen. Zur Synthese von sense-mRNA
wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pCS2+Flag-Smad6: enthdlt den offenen Leserahmen von mSmad6 (1488 Nukleotide)
(Imamura et al., 1997; EMBL accession number NM_008542). Aus dem Vektor FLAG-
mSmad6/pcDNA3 wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI/Xhol das 1.5 kb lange
Insertionsfragment FLAG-mSmad6 isoliert und gerichtet in den ensprechend linearisierten
Vektor pCS2+ inseriert. Das Start-ATG in mSmad6 im Ubergang zum FLAG-Epitop war
mutiert. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.
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pCS2+Flag-Smad7: enthdlt den offenen Leserahmen von XSmad7 (Nukleotide 89-1234 der
cDNA) (Nakayama et al.1998, umbenannt von XSmad8 zu XSmad7; EMBL accession
number AF026125). Aus dem Vektor pCS2+XSmad7 wurde der offene Leserahmen von 1.1
kb mit den Primern XSmad7-EcoRIF(aal)/X Smad7-Xhol Stop(end) amplifiziert. Das PCR-
Produkt wurde direkt verdaut (EcoRI/Xhol) und gerichtet in den ensprechend linearisierten
Vektor pCS2+FLAG inseriert. Das Start-ATG in mSmad7 im Ubergang zum FLAG-Epitop
war deletiert. Zur Synthese von sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6
transkribiert.

pCS2+MT-FAST-1(208): enthdt die Kodons 62-519 von Xenopus FAST-1 und 171
Nukleotide der 3" UTR (Chen et al ., 1996; EMBL accession number U70980). Zur Synthese
von sense-mRNA wurde mit Notl linearisiert und mit Sp6 transkribiert.

pSP64T _BM P-4 (Koster et al., 1991; lin BamHI, transkr. SP6)

activin3B (Wittbrodt und Rosa, 1994; lin. Xbal, transkr. SP6)

caBMP-Rec. (Xu et al., 1995; lin. Notl, transkr. SP6)

dnARI (Hemmati-Brivanlou und Melton, 1992; lin. EcoRl, transkr. SP6)

dn BMP-Rec.(Graff et al., 1994; lin. EcoRlI, transkr. SP6)

pCS2+NL Si3galactosidase (Chitnis et al, 1995; lin. Notl, transkr. SP6)

pPCS3M TSip1ORF (Verschueren et al., 1999; lin. Asp718, transkr. SP6) enthalt den offenen

L eserahmen von 3645 bp des murinen SIP1.

PCS3M TSip1ASBD (Verschueren et al., 1999; lin. Asp718, transkr. SP6) enthalt den offenen
Leserahmen von SIP1 mit einer internen Deletion der minimalen Smad-Interaktionsdoméne
bei AS 437-487.

Markerkonstrukte zur Synthese von antisense RNA fir Hybridisierungen

Xbra: (Cunliffe und Smith, 1992; lin Bgl 11, transkr.T7)
Gsc: (Blumberg et al., 1991; lin EcoRl, transkr.T7)

Oligonukleotide

Oligonuklectide wurden von den Firmen NAPS (Géttingen), Eurogentech (Seraing, Belgien),
MWG-Biotech (Ebersberg) und Gibco (Karlsruhe) bezogen. Die Sequenzen sind in 5® 3
Richtung wiedergegeben. Die variablen Nukleotide der degenerierten Oligonukleotide sind in
folgender Weise abgekirzt:

h=A/CIT y=CIT r=AIG b=GI/T/C
n=A/CIGIT v =G/AIC w=A/T d=G/AIT
s=CIG m=A/C k=GIT
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Xshnl
Xshn1-5L TCC CTC GIC CAC GGC CTC TTA CAT
Xshn1-6U CCC AAC CTT CCA GAC ATA TCC ACA
Xshnl-7U GCA GCA CTA TCC CTG CTA AG
Xshn1-8U GGA ATT CGG TGC AAG AAA CC
Xshnl1-9L TCA CAG CAT TGA AAG TTC AG
Xshn1-10L AAG CCT GTIT ATC CTA CAT CC
Xshnl-11U TCT TGT AAG CGA TGG TCT CC
Xshnl-12L AGA CCA TCG CTT ACA AGA C
Xshnl-13L CGC TGG CAT GGT GAC ATG
Xshnl-14L TGT ACA AAC TGA TGC ACC AGC TAC
Xshnl-15U GAT TCA TCG GCA AAA GAC AGA
Xshnl-16L CAC CAG CTA CCG TAA ACA GAA
Xshn?2
Xshn2-1L AAT GTC TTT CTC TCC ATG G
Xshn2-2U AAG CAG AGG AAT GCA GTA G
Xshn2-3L CCA TCT GCT ATA CTG AGA
Xshn2-4L GIT CTA CTG CAC TTA ATT C
Xshn2-5U CAG TTC TCA GAT GCA GAG
Xshn2-6L ACA GGA TCA GAG TCG TAC
Xshn2-7U ATT TCT CAC CAG GGC TAT G
Xshn2-8U CAT GGA AGA CAG AAC TGG
Xshn2-9L ACA GGA TCA GAG CTG TC
Xshn2-12L TTG CAG TAT CCT CAG ACA GAA ACA C
Xshn2-13U CTG TGG CAT AAT TCC TCT TCT
Xshn2-14L CTG TAA ATG GIG CTC AAA ATG
Xshn2-15U CTG TGG CAT AAT TCC TCT TCT
Xshn2-16L CTG TAA ATG GIG CTC AAA ATG
Xshn2-17U TCA ACT ACC TGC CGA GAA ACT G
Xshn2-18L GGC CGG GTA CAG AAA GGG AAT AG
Xshn2-19L GGG CAG TTT CTC GGC AGG TAG TTG
Xshn2-20U AGA GCC GGA CTT GIT GIT C
Xshn2-21L TCC CCA GAT TGA GIC CAT TC
Xshn2-22L TAT ATC GAG GTC TGA GAG CAT TGG
Xshn2-23U AGC GTG GGT GAT GAG GAA GAT A
Xshn2-24L GIT GIG ATT GCT GAG ATG GAG ATG
Xshn2-25L ATG AAA TGG GAC GAC CTG GCT GAT
Xshn2-ZF-EcoRI-F GCG GAA TTC AGG AGG TTC AAA TCA AAT GAA GAC
Xshn2-ZF-Xbal-R ATC TCT AGA TCC AGG CAT TTC TTC ATA TGT GC
Xshn3
Xshn3-1U ACC TCT CAT CCA AAG CAC G
Xshn3-2L TCC ACG GAT GTA CAC ATA C
Xshn3-3U TCA AGA TAC AGA TGA CTC
Xshn3-4L TCT GAA GGC ACA ATT GTIC
Xshn3-5U ATC CAG AGG CAG AAG CAG
Xshn3-7L CTG CAT TCA GAG TAA GCC
Xshn3-8L AAG GTG AAT TTC TCA GAC TTC TG
Xshn3-9U GCA TTA GAA CTA CGG CTG ACA
Xshn3-10L TAG GAT TTG GCA CGG ACA CT
Xshn3-11L AGT TCT AAT GCT ATG TTT GGA TGC
Xshn3-12U TAC TGG GGC ATT AGA ACA ACC TT
Xshn3-13L GAC ATT TCA CTT CCA CTC TTT CIT G
Xshn3-14L AAG GTT GIT CTA ATG CCC CAG TA
Xshn3-15L GTC TCA TTT CTC TTG GCA CAC C
Xshn3-15U AGC CAA TCA ATT AAG GGT TCT A
Xshn3-16L TGC ACA TCT GIT CTC CGC TTA T
Xshn3-17L TGG CTT ATC TGG CTG CTC TGA T
Xshn3-18U TGG CCT GCG GAC TGA TTC TA
Xshn3-19L ATA TGT AGG ACT TTG GIG AGT
Xshn3-20L GGT TCT TCT GAG ATT TCA GT
Xshn3-21L ACT ATC ATG AAC CTC AGA C
Xshn3-24L (stop) TTA CAT TGT TCC CCT GCT ATG
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Xshn3-25L (stop) TCA CAC TGT CTT ACT CTT TG
Xshn3-26U TGA CCA GGA AAC ACA TGA A
Xshn3-27U ACA ACC ATC CAT GGA AGT TA
Xshn3-28L CCT ACT GGA ATC ATG CTG TA
Xshn3 ZF EcoRI-F GCG GAA TTC TGG CGG ATA AAA TCA AAT GA
Xshn3 ZF Xbal-R GTC TCT AGA TCC AAA CAC TTT TTG CTG TGG
Xshn3-F Munl aal GCG CAA TTG GCC TCG GAC AAA ACA GAT CCA
Xshn3-R Xhol aal075 ACA CCT CGA GTC TTT CTT GGG AAA CAA TAT T
Xshn3-F Xhol aal075-2 AAG ACT CGA GGT GAA ATG TCA AGG AAC AGG A
Xshn3-R Xbal aa1933-1 AGG ATT CTA GAT CTT GIT CGG TAC T
Xshn3-R Xbal aal933-2 CGA ACA AGA TCT AGA ATC CTT TC
Xshn3-R Spel aa2578  GGT AAC TAG TAT TTA GGT TGC TAT AAC
Xshn3-R Xbal aal490 TAT GTC TAG ATG CAG AAA GTT TGC TT
Xshn3-F Munl 426 (neu) GOG CAA TTG TGG CCT GOG GAC TGA TTC TAG
Xshn3-stop Xhol 542 ~ AGA CTC GAG AAC TCT GGG GCT ATC AGC
Xshn3-F Xhol 542 GIT CTC GAG TCT GCC AGT GAA CAT
Xshn3-stop Xhol 652 ~ GTC CTC GAG TTA TGA GGG TTG AAG TTT TAG GA
Xshn3-stop Xhol 1075 CAC CTC GAG TTA TCT TTC TTG GGA AAC AAT ATT
Xshn3-F Xbal aal490 TGC ATC TAG ACA TAG CAT TAG AAC TAC G
Xshn3-R Xhol 1749 AGC CTC GAG AAC CTC TTC TGA TTT ATC A
Xshn3-stop Xhol 1749 AGC CTC GAG TTA AAC CTC TTC TGA TTT ATC A
Xshn3-stop Xhol 1945 AGC CTC GAG TTA TAC TCT CCT TGG CTC ATT
Xshn3-stop Xhol 2118 AGA CTC GAG TTA GIC CAT AGA ATT GGA CTG GGA
Xshn3-F Xhol 2119 TAT CTC GAG TTA ACT GTC CAT AGA ATT GGA CTG
Xshn3-stop Xhol 2119  TAT CTC GAG TTA ACT GIC CAT AGA ATT GGA CTG
Xshn3-R Xhol 2578 AAG CTC GAG TTA GGT TGC TAT AAC CAG CC
Xshn3-Mut F Xhol 1075 GTT TCC CAA GAA AGA GTC GAG GTG AAA TGT CAA GG
Xshn3-Mut R Xhol 1075 CCT TGA CAT TTC ACC TCG ACT CTT TCT TGG GAA AC
Xshn3-loopl-F CTG AAA AAC AAG GGC ATA AAG TCG CAC TGA AAC TAC TGC
Xshn3-loopl-R GCA GTA GIT CAG GTG CGA CTT TAT GCC CTT GIT TTT CAG
Xshn3-F GR 1108-2 ATA GAC TCT GIT GAA AGA AAT TCA CCT GTT CC
Xshn3-R GR 1108-2 GGA ACA GGT GAA TTT CTT TCA ACA GAG TCT AT
Xshn3-F KN 1180-2 CCG TCT AGT ACG TCA ATA TAA TAT TCA GGT TCC AGA A
Xshn3-R KN 1180-2 TTC TGG AAC CTG AAT ATT ATA TTG ACG TAC TAG ACG G
Xshn3-F GD 1193-2 GGT TAC TGA AGA ACC AGA TAA AGA TCC AGA AAT CCA AGC
Xshn3-R GD 1193-2 GCT TGG ATT TCT GGA TCT TTA TCT GGT TCT TCA GTA A CC
degenerierte Oligonukleotide
Xshn-1d CAR CAY AAY ATH CAR GTI CCl GAR ATH CG
Xshn-2d AAR TAY ATH TGY GAR GAR TGY GE ATH CG
Xshn-3d CAY TTY TTC ATR T GCY TTI GAY TTC ATR TG
shn-4U CAR AAR CCl GE AAR TAY ATI TGY CAR TAY TG
shn-4d GAR GAR GCN CAY AAR AAR GAR CAY AAR CC
Shn-deg-4U ARA ARC MNG GNA ART AYA THT GYS MNT AYT G
Shn-deg-5U AAR GAR CCN GAR AAR ACN GAR GAR TTY CAR TGG
Shn-deg-6U GAR AAY TTY GAR AAY CAY AAR AAR TTY TAY TG
shn-7U ATG GGN KRN AAR GGN ATH ATG GA
shn-8U AAR CNT AYA ARA ART GGG A
shn-9L CKR CAN GRY TCR CAY TCR AAC AT
Shn-deg-10L TGR TAY TTN GGN GCR AAR CAR TC
shn-11L GAR GAY TGY TTY GCN CCN AAR TAY CA
C2HCR TAI TAY TTY TTR T@ TGY TCl TAR TTlI TC
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Smad Oligonukleoctide

28

Xsmadl EcoR-F CAC GAA TTC AAA TGT GAC GAG CTT GIT CTC C
Xsmadl Xhol-R AGG CTC GAG TTA AGA GAC CGA GGA GAT GGG AT
Xsmadl-F-2 GCT TGTI TCT CCT TCA CCA G

Xsmad2 EcoRl CAC GAA TTC GIC CAT CIT GCC TTT CAC CCC G
Xsmad2 Xhol-R AGG CTC GAG TTA GGA CAT GCT TGA GCA GCG
Xsmad2-F-2 CCG CAT GIT ATC TAC TCC A

Xsmad7-F EcoRl aal GCG GAA TTC ATT CAG GAC CAA ACG ATC GGT
Xsmad7-F aal40 AGT TGC TGC GAC TCC TAT G

Xsmad7-stop Xhol(end) CAG CTC GAG TCA CCG GIT ATT AAA TAT CAC

Marker Oligonukleotidefir RT-PCR

CG13-F AGT TGT TGA TTT TGI GAA AAC C
CG13-R CTT CTT CTA AAT CAA CAA ACA GG
N-CAM F CAC AGT TCC ACC AAA TGC

N-CAM R GGA ATC AAG CGG TAC AGA

H4-F CGG GAT AAC ATT CAG GGT ATC ACT
H4-R ATC CAT GGC GGI' AAC TGT CTT CCT
Mix.2-F GGT TTC AGC ATC TCA GCG ACG
Mix.2-R TTG GTA TGA GGA GCT GIT AGG
XAG-F GAG TTG CTT CTC TGG CA

XAG-R CTG ACT GIC CGA TCA GAC

Pint-F CCT TAG CCC TAC ATC TGA ACA A
Pint-R TAA AGG GAG CTG AGG ATA GGT C
Chordin-F CTA AGG GCC CAT GGT TCA CGA T
Chordin-R ATT GGC ACG GAT TGG GIT GGT A
XWnt8-F TGT GEC CGG GTC TGA ACT TAT TTT
Xwnt8-R GIC ATC TCC GGI' GGC CTC TGTI TCT
Xbra-F GGA TCG TTA TCA CCT CTG

Xbra-R GIG TAG TCT GTA GCA GCA

Xgsc-F ACA ACT GGA AGC ACT CCA

Xgsc-R TCT TAT TCC AGA GGA ACC

Noggin-F AGT TGC AGA TGT GGC TCT

Noggin-R AGT CCA AGA GIC TCA GCA

Xventl-F GCA TCT CCT TGG CAT ATT TGG
Xventl-R TTC CCT TCA GCA TGG TTC AAC
Xvent2-F TGA GAC TTG GGC ACT GIC TG
Xvent2-R CCT _CTG TTG AAT GGC TTG CT

Sonstige Oligonukleotide

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
T7 (pCS) ATA CGA CTC ACT ATA GG

T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA
SP6 GAT TTA GGT GAC ACT ATA G
MT (RR67) GAG CTT GGG CGA CCT CA
PBK-CMV-5 CGC GCC TGC AGG TCG ACA CTA

2.4 Enzyme und Reaktionssysteme (Kits)

Enzyme:
akalische Phosphatase (1 U/pl)

Restriktionsendonukleasen
RNAsin (40U/ul)
RNase A

Boehringer Mannheim, Mannheim

New England Biolabs GmBH, Schwalbach
Promega Deutschland GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
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RNase T1

Proteinase K

Lysozym

SP6 RNA-Polymerase (50 U/ul)

T7 RNA-Polymerase (50 U/ul)

Taq DNA-Polymerase (5 U/Jl)

Pfu turbo DNA-Polymerase (2.5 U/Jl)
T4 DNA-Ligase (1 U/ul)
T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul)

L ambda-Phosphatase (5U/ml)

PCR purification Kit

QIAEX Gel Extraction Kit

RNeasy Mini Kit

RT-PCR Kit

SP6 mMMESSAGE mMACHINE Kit
pGEM-T Kit

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KGaA, Darmstadt

Biomol GmbH, Hamburg

Stratagene GmbH, Heidelberg

Stratagene GmbH, Heidelberg
Perkin-Elmer, Weiterstadt

Stratagene GmbH, Heidelberg

GibcoBRL, Eggenstein

New England Biolabs GmBH, Schwalbach
USB, (Amersham Pharmacia), Freiburg

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Perkin-Elmer, Weiterstadt

Ambion Inc., Austin, USA

Promega Deutschland GmbH, Mannheim

TNT-Coupled Reticulocyte Lysate System Promega Deutschland GmbH, Mannheim
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene GmbH, Heidelberg

RNA Transcription Kit

Dye Terminator Cycle Sequencing Kit

2.5 Radioisotope

[¢®P]-dATP, >5.000 Ci/mmol
[*S]-Methionin, 1.000 Ci/mmol

2.6 Medien und L 6sungen

Stratagene GmbH, Heidelberg
Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt

Amersham Buchler, Braunschweig
Amersham Buchler, Braunschweig
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Alle nicht gesondert aufgefihrten Medien und Pufferldsungen wurden nach Sambrook et al.
(1989) hergestellt. Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Losungen mit doppelt

destilliertem Wasser angesetzt und durch Autoklavieren fir 20 min bel 121°C sterilisiert.

Hitzelabile Substanzen wurden durch Membranfilter (Porendurchmesser 0.2 pum, Sartorius)
sterilfiltriert. Nahrmedien wurden nach dem Autoklavieren bis auf ca. 50°C abgekhlt und mit
den entsprechenden Selektivantibiotika versetzt.

Nahrmedien:

Luria-Bertani (LB)-Medium: 1% (w/v) Bacto-Trypton (DIFCO), 0.5% (w/v) Hefeextrakt

(DIFCO), 1% (w/v) NaCl, pH 7.5

LB-Agar: 1.5% (w/v) Agar (DIFCO) in LB-Flissigmedium
NZY-Medium: 1% (w/v) NZ-Amin (Casein Hydrolysat), 0.5% (w/v) Hefeextrakt (DIFCO),
0.5% (w/v) NaCl, 8.1 mM MgS0O4 7 H,O, pH 7.5
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NZY-Agar: 1.5% (w/v) Agar in NZY -Flissigmedium
NZY-Top-Agar: 0.7% (w/v) Agar in NZY -Flissigmedium

Antibiotika:

Antibiotika-Stammlésungen wurden aliquotiert und in 1.5 ml-Eppendorfgefél3en bel -20°C
aufbewahrt.

Ampicillin: 100 mg/ml in dH,0O, Verdiinnung 1:1.000 (Endkonzentration: 100 pg/ml)
Tetracyclin: 5 mg/ml in Ethanol, Verdinnung 1: 400 (Endkonzentration: 12.5 pg/ml)
Kanamycin: 10 mg/ml in dH,0O, Verdinnung 1: 200 (Endkonzentration: 50 pg/ml)
Penicillin/Streptomycin:  10.000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin (Sigma),
Verdunnung 1:1.000 — 1:10.000

Puffer und Stammlésungen:

TrisHCI-Puffer (pH 7.5 oder 9.5): 1 M Tris-HCl, pH 7.5 bzw. 9.5
TBE (10 x): 0.9 M TrisBase, 0.9 M Borsdure, 0.02 M EDTA

PBS (10 x): 8% (w/v) NaCl, 2% (w/v) KCl, 65 mM NaHPO, 12 H,0, 18 mM KH,PO,, pH
7.2-74

SSC (20 x): 3M NaCl, 0.3 M Na-Citrat, pH 7.2-7.4

SSPE (20 x): 3M NaCl, 0.2 M Na,HPO, 2 H,0, 20 mM EDTA, pH 7.4
MgCl,-L 6ésung: 1 M MgCl, 6 H,0

MgSO,-L6sung: 1M MgSO, 7 H,0O

LiCl-Losung: 4 M LiCl

NaCl-L 6sung: 5M NaCl

KCI-Lésung: 1 M KClI

Natrium-Acetat-L 6sung: 3 M NaCH,COO
Natriumdihydrogenphosphat-L 6ésung: 1 M NaH,PO, 1 H,O
Di-Natriumhydrogenphosphat-L 6sung: 1M Na,HPO, 2 H,0O
Ethidiumbromid-L 6sung: 10 mg/ml Ethidiumbromid

Ficoll: 10% (w/v) Ficoll, sterilfiltriert

EDTA: 0.5M EDTA, pH 8.0

Maltose-L 6sung: 20% Maltose ' H,O, sterilfiltriert

SDS-L 8sung: 10% (w/v) Natriumdodecylsulfat

Tween-20-L 6sung: 20% (v/v)

Triton-X100-L 6sung: 25% (v/v)

Denhardt’s (100 x): 2% (w/v) BSA, 2% (w/v) PVP, 2% (w/v) Ficoll

2.7 Antikorper und Chemikalien

anti-Digoxigenin/AP (Boehringer Mannheim, Mannheim): Fab-Fragmente von Digoxigenin-
spezifischen Antikdrpern (aus Ziege), konjugiert mit alkalischer Phosphatase

anti-c-MT (9E10; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA): Monoklonaler
Antikorper (Maus), welcher spezifisch das MT-Epitop von Fusionsproteinen bindet
anti-FLAG M2 (Sigma): Monoklonaler Antikdrper (Maus), welcher spezifisch das FLAG-
Epitop von N-terminalen Fusionsproteinen bindet
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anti-Maus 1gG1/PO (Biorad Deutschland, Minchen): Sekundéare Antikorper (aus Ziege)
gegen Maus 1gGL1, konjugiert mit Peroxidase

Biochemische Feinchemikalien wurden von den Firmen Boehringer Mannheim, Fluka, Roth,
Serva und Biomol bezogen. Alle anderen Chemikalien stammten von den Firmen Fluka, Baker
oder Merck und wiesen den hochsten Reinheitsgrad (p.A.) auf. Die komplexen
M edienbestandteile wurden von DIFCO Laboratories (Detroit, Michigan, USA) bezogen.

2.8 Gerate

Gebrauchswaren und Geréte wurden, soweit nicht anders erwéahnt, von den folgenden Firmen
bezogen: Abimed (Hannover), Costar (Bodenheim), Eppendorf (Hamburg), Falcon
(Heidelberg), Schitt (Gottingen), Greiner (Frickenhausen), Kranich (Goéttingen), Qiagen
(Hilden), Sarstedt (Langenhagen), Siemens (Hannover)

Mikroinjektion

Microinjector 5242 Eppendorf, Hamburg

Nadelzieher Leitz, Wetzlar; Science Products, Hofheim

PCR

UNOII Thermoblock Biometra, Gottingen

TRIO Thermoblock Biometra, Gottingen

Optik

Stereomikroskop Stemi SV 6, Zeiss, Oberkochen

Kameraaufsatz MC80, Zeiss, Oberkochen

Fotomikroskop Axioskop, Zeiss, Oberkochen

Computer

Hardware

Power Macintosh 7500/100

Power Macintosh G3

Software

Bild/Grafikverarbeitung Adobe Photoshop Version 4.0 (Adobe Systems
Europe Ltd., Edinburgh, Schottland)
Freehand Version 7.0 — 9.0 (Macromedia Inc.,
San Francisco, USA)

DNA/Protein-Sequenzverarbeitung Lasergene (DNASTAR Inc., Madison, USA)
MacMolly Tetra, Version 1.2 (Soft Gene
GmbH, Berlin)
Blast-Suchsystem fir Datenbanken (Altschul et
al., 1990)

RNA-Structure 3.5 (Chan et al., 1991)
(http://rna.chem.rochester.edu)

Textverarbeitung Microsoft Word Version 8.0 fir Power
Macintosh (Microsoft Corporation GmbH,
UnterschleilZheim)
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Datenbanken
XMMR (Xenopus Molecular Marker Resource)

http://cbrmed.ucal gary.cal/pvize/html/WWW/Wel come.html
ExPASy (Expert Protein Analysis System) proteomics server of the Swiss Institute of
Bioinformatics (SIB), www.expasy.ch

Histologie

Vibratom Typ 1000, Pelco International, Redding,
Cdifornia, USA

Gastromaster Mikrodissektionsgeréat Xenotek Engineering, Belleville, Illinois, USA

3. Methoden
3.1 DNA-Methoden
3.1.1 Préaparation von Plasmid-DNA

3.1.1.1 Isolierung von Plasmiden im analytischen Mal3stab (TELT)

Zur schnellen Préparation geringer Mengen von Plasmid-DNA fir Restriktionsanalysen,
Sequenzierungen oder Subklonierungen wurden von 3 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur in
einem Eppendorfgefa zweimal 1.5 ml fir 5 min bel 6.000 Upm in der Tischzentrifuge
sedimentiert und das Bakterienpellet in 300 Wl TELT-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von
30 Wl Lysozym-Losung (10 mg/ml) wurde 5 min bei RT inkubiert und die Zellen durch 2 min
Inkubation in einem kochenden Wasserbad aufgeschlossen. Die Proben wurden 2 min auf Eis
inkubiert und anschlieffend 10-15 min bel 14.000 Upm zentrifugiert. Nach dem Entfernen des
Pellets mit einem sterilen Zahnstocher wurde die Lésung zur Prézipitation der DNA mit 0.7 x
Vol. (200 W) Isopropanol versetzt. Die Plasmid-DNA wurde durch Zentrifugation fir 15 min
bei 14.000 Upm gefdlt und das Pellet einma mit 70% Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen fur 20 min im Warmeblock be 37 °C wurde das Pellet in 40 pl H,O resuspendiert
und 1l einer RNAse A-Ldsung (1 mg/ml) zugegeben. Fir die meisten weiteren Schritte wie
Restriktionsanalysen oder Subklonierungen konnte die so gewonnene Plasmid-DNA ohne
weitere Aufreinigung verwendet werden. Fir eine Sequenzierung wurden 3-5 pl eingesetzt.

TELT-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA (pH 8.0), 3.2 M LiCl, 0.5 % TritonX-
100
Lysozym-L 6sung: 10 mg/ml Lysozym (Biomol)
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3.1.1.2 I solierung von Plasmiden im pré&parativen Malistab

Zur Pr8paration groferer Mengen reiner Plasmid-DNA fir Klonierungen oder préparative
Restriktionsverdaus wurde das Reaktionssystem "Plasmid Midi Kit" (Qiagen) eingesetzt. Die
Methode berunt auf der alkalischen Lyse der Bakterienzellen und anschlief3ender
Aufreinigung der Plasmid-DNA Uber Anionenaustauscher-Saulen. Am Vortag wurden 50 pl
einer Bakterien-Fllssigkultur oder eine Bakterienkolonie in 50 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Sel ektivantibiotikum Uberimpft und Uber Nacht unter Schiitteln (200 Upm) bei
37°C inkubiert. Die Zellen wurden in 50 ml-Falcon-Réhrchen fir 10 min bel 4.000 Upm
abzentrifugiert (Sorvall RC-5B) und das Pellet in 4 ml  Puffer P1 vollstéandig resuspendiert.
Nach Zugabe von 4 ml Puffer P2 wurde 2 min geschwenkt und anschliefiend 4 ml Puffer P3
zugegeben. Nach erneutem Schwenken wurde das Bakterienlysat in 12 ml-PPN-Rohrchen
tberfihrt und fir 5 min in einem SS34-Rotor bel 10.000 Upm zentrifugiert. Der klare
Uberstand wurde auf eine mit 3 ml Puffer QBT &quilibrierte Qiagen-tip 100 Saule geladen und
die Saule mit 10 ml Puffer QC gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde mit 5 ml Puffer QC in
frische PPN-Rohrchen eluiert. Zur DNA-Falung wurde 0.7 x Vol. (3.5 ml) Isopropanol
zugegeben, gut gemischt und fir 15 min im SS34-Rotor (10.000 Upm, 4°C) zentrifugiert. Das
DNA-Pellet wurde mit 1.0 ml 70% Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 50-100 pl
Puffer TE aufgenommen. Zum Lésen der DNA wurde der Ansatz fir 5 min auf 65°C erhitzt
und die Lésung vorsichtig durchmischt.

3.1.2 Konzentrationsbhestimmung von Nukleinsauren

Nukleinsdure-K onzentrationen wurden in einem Spektralphotometer (Pharmacia Biotech) bei
260 nm gegen einen Leerwert bestimmt. Die Konzentration wurde aus der OD,, ., wie folgt
errechnet:

- OD,4, = 1 entspricht 50 pg dsDNA
- OD,4, = 1 entspricht 40 pg RNA
- OD,4,= 1 entspricht 33 pg Oligonukleotid

Um die Reinheit (Proteinfreiheit) eines Nukleinsdure-Préparats abzuschétzen, wurde aul3erdem
die OD bei 280 nm gemessen. Der Quotient OD 5 ,/OD,g, o DELragt bei proteinfreier DNA
bzw. RNA 1.8-2.0.

3.1.3 Restriktionsspaltung von DNA

Zur anaytischen und praparativen Spaltung von Plasmid-DNA wurde diese mit 2 bis 10 U
einer Restriktionsendonuklease pro 1 pg DNA bis zu 24 Stunden bei 37 °C im entsprechenden
Restriktionspuffer inkubiert. Um unspezifische Enzymaktivitét ("star activity") zu vermeiden,
wurden nicht mehr a's 10% Enzymvolumen im Gesamtansatz verwendet.

3.14 Agarose-Gelektrophorese

3.1.4.1 Nicht-denaturierende Agar ose-Gelektrophorese

Um DNA-Fragmente nach ihrer Grofde aufzutrennen, wurden sie in einer Agarosematrix
einem horizontalen elektrischen Feld ausgesetzt. Je nach Grofe der DNA-Fragmente wurden
Gele aus 0.6-2.5% (w/v) Agarose in TBE-Puffer verwendet, denen zum Nachweis der DNA-
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Banden 0.5 pg/ml Ethidiumbromid zugegeben wurde. Vor dem Auftragen der DNA-Proben in
die Geltaschen wurden die Proben mit 1 Vol. DNA-Probenpuffer  versetzt. Die
Elektrophoresen wurden bei 40-150 V in ener horizontalen Elektrophoresekammer
(hauseigene Werkstatt) in TBE-Laufpuffer durchgefihrt.

Anschlieflend wurden die DNA-Banden auf einem UV-Leuchttisch (Herolab) sichtbar
gemacht und anhand eines Videodokumentationssystems (EASY View) dokumentiert. Durch
paraleles Auftrennen einer Molekulargewichtsstandardiosung ("One kb Ladder”", Gibco)
konnte die Gréfe der DNA-Fragmente bestimmt werden.

DNA-Probenpuffer (2 x): 10 mM TrisHCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.025%
Bromphenolblau, 0.025% Xylencyanol, 30% (v/v) Glycerin
DNA-Molekulargewichtsstandard "One kb Ladder": 1 x DNA-Probenpuffer, 1/20 Vol.
Boehringer Puffer H (10 x), 0.4 Vol. TE, 50 ng/dl "One kb Ladder" (Gibco, 1 pg/ul), 0.025%
Bromphenolblau, 0.025% Xylencyanol, 30% (v/v) Glycerin

3.1.4.2 Denaturierende Agar ose-Gelektrophorese

Um RNA im elektrischen Feld entprechend ihrer Grofe und unter Verhinderung der Bildung
von Sekundarstrukturen aufzutrennen, wurden Formaldehyd-haltige Agarosegele gefahren.
Agarose wurde in RNAse-freiem H,O geldst, nach dem Abkihlen mit /5 Endvol 5x RNA-
Laufpuffer und 1/5 Vol 37%iger Fomaldehydldsung versetzt und zu einem Gel gegossen.
Wahrend der Auftrennung im elektrischen Feld wurde der Puffer gegen die Laufrichtung der
RNA regelmalkig umgeschichtet. Das Gel wurde anschlief3end in DEPC-Wasser gewaschen, in
SSC &quilibriert und die RNA in einem Kapillarblot auf Nitrozellulose Ubertragen. Nach UV-
Quervernetzung der RNA mit dem Trégermaterial wurde die Nitrozellulose in Methylenblau
fur ca. 10 min geférbt und in RNAse-freiem H,O entféarbt.

5x RNA-Laufpufer: 2.575% MOPS, 50 mM Natriumazetat, 6.25 mM EDTA in DEPC-H,0O,
pH 7.0

Agarose-Gel: 0.8% Agarose, 1x RNA-Laufpuffer, 4% Formaldehyd, in DEPC-H,O

M ethylenblau-L 6sung: einige Kriimel gelést in H,O

3.1.5 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der enzymatischen Amplifikation spezifischer
DNA-Segmente. Hierzu wurden Oligonukleotide einer Lange von 18-30 Nukleotiden aus
geeigneten flankierenden Bereichen der zu amplifizierenden Sequenz ausgewdhit und von
verschiedenen Herstellern (z.B. NAPS, MWG-Biotech) synthetisiert. Als Matrize ("template™)
dienten gereinigte Plasmid-DNA oder Flissigkultur-Aliquots von Phagen oder Bakterien.

Ein Reaktionsansatz war wie folgt zusammengesetzt: 1 x PCR-Puffer (Perkin-Elmer), je 0.2
mM dNTPs, je 0.15 - 1.5 pM sense- und antisense-Oligonukleotid, 0.5-1 U/20 ul Tag-
Polymerase (Perkin-Elmer) und 1-100 ng DNA-"template". Das Reaktionsvolumen betrug 20-
100 pl. Zum Schutz vor Verdunstung wahrend der Temperaturzyklen wurde der Ansatz beim
Verwenden des "TRIO-Thermoblocks" (Biometra) mit Mineraldl Uberschichtet. Im "UNO I1-
Thermoblock” (Biometra) war dies nicht erforderlich, da der Heizdeckel des Gerétes
Kondensation verhinderte. Die Abfolge der einzelnen Schritte der PCR wurde durch Variation
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der Inkubationstemperatur im PCR-Gerét gesteuert; das Denaturieren der DNA-Matrize
erfolgte bei 95 °C, das Anlagern der Oligonukleotide je nach Spezifitdt und Schmelzpunkt der
Oligonuklectide bei 40-60°C und der Elongationsschritt bel 72°C. Ein Standardprotokoll fur
die Synthese eines bis zu 1.000 bp grof3en DNA-Segmentes bestand aus 30-40 Zyklen von je 1
min Denaturierung bel 95°C, 1 min Anlagerung der Oligonukleotide bei 50-60°C und 1 min
Polymerisierung pro kb bei 72 °C. Diesem Programm wurde ein Denaturierungsschritt von 2-3
min bei 95°C vorgeschatet und nach Beendigung der Zyklen en zusétzlicher
Elongationsschritt von 10 min bei 72°C angehangt.

Um die Fehlerfrequenz bei der DNA-Amplifikation zu reduzieren, wurde zur Synthese von
DNA-Fragmenten, die fur Klonierungen verwendet werden sollten, Pfu-Turbo-Polymerase
(Stratagene) mit 3'® 5 Exonuklease- ("Proof-reading”) aktivitdt verwendet.

Nukleotid-Mischung: (dNTPs, Biomol, Hamburg) dATP, dGTP, dCTP, dTTP, je 100 mM
wurden zu gleichen Anteilen vermischt (Endkonzentration jeweils 25 mM)

3.1.6 PCR-vermitteltein vitro-Mutagenese

Zur gezielten Verdnderung von DNA-Sequenzen wie z. B. dem Einbringen oder Eliminieren
von Restriktionsschnittstellen wurde das "QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit"
(Stratagene) eingesetzt. Hierbei wurden in einer PCR-Amplifikation des gesamten
Matrizenplasmids mit Pfu-Polymerase zwei komplementére Oligonukleotide, welche die
gewlnschte Mutation enthielten, direkt eingebaut und zu zwei zirkuléren, nicht verknipften
DNA-Strangen elongiert. Die methylierte Matrizen-DNA wurde anschlieffend mit dem
methylierungsabhdngigen Restriktionsenzym Dpn | degradiert, wéhrend das mutierte,
unmethylierte Syntheseprodukt erhalten blieb. Nach Transformation von E. coli-XL1 Blue
Zellen wurden die Strangbriiche im Vektor durch bakterielle Reparaturenzyme repariert. Der
Erfolg der Mutagenese wurde durch Sequenzierung und in vitro-Tranglation von Plasmid-
DNA aus einzelnen Bakterienkol onien Uberprdift.

3.1.7 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von doppelstrangiger DNA erfolgte mit dem "Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit" (Applied Biosystems). Das Verfahren basiert auf der Didesoxy-
K ettenabbruchmethode nach Sanger (1977). Im Ansatz sind Didesoxyanaloga (ddNTPs) der
vier verschiedenen dNTPs enthaten, welche je nach Base mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind und in die neusynthetisierten DNA-Strange eingebaut
werden. Aufgrund des Fehlens der 3'-Hydroxylgruppe bel der Didesoxyribose kommt es zu
statistisch verteilten Kettenabbriichen, wodurch ein Gemisch unterschiedlicher Kettenlangen
erzeugt wird. Nach der Auftrennung dieses Gemisches in einem denaturierenden 7%
Polyacrylamidgel konnen die jeweils 3 -terminalen Nukleotide der unterschiedlich langen
DNA-Polymere mittels eines Lasers detektiert werden. Die Sequenzreaktionen wurden in 0.5
mil-Eppendorfgeféen durchgefiihrt und enthielten folgende Komponenten: 4 pl "Dye
Terminator Ready Mix", 10 pmol Oligonukleotid, 0.75 -1 pg ds DNA-"template”, dH,0 ad 20
ul.

Im Thermocycler (Perkin-EImer) durchliefen die Ansétze das folgende Programm: 30 s 96°C,
15 s50°C, 4 min 60°C (26 Zyklen).
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Zur Aufreinigung wurde der von Mineraldl befreite Sequenzansatiz mit dH,O auf en
Gesamtvolumen von 100 pl aufgefillt und mit 0.1 x Vol. 3 M Natriumacetat (pH 5.2) sowie
2.5 x Vol. Ethanol versetzt. Die Ansédtze wurden 15-20 min bei RT und 14.000 Upm in einer
Tischzentrifuge (Eppendorf) prézipitiert. Das Pellet wurde mit 250 pl 70 % Ethanol
gewaschen und in bei RT getrocknet. Nach dem Resuspendieren in 2.8 il Formamid/10 mM
EDTA wurde das Pellet bei -20°C gelagert. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die
Proben fir 2 min bei 95 °C denaturiert.

Die Sequenzreaktionen wurden im hauseigenen Sequenzierlabor (A. Nolte) aufgetrennt und
dokumentiert. Computergestiitzte Sequenzanalysen konnten mit Hilfe der Programme
Lasergene (DNASTAR Inc., Madison, USA) und MacMolly Tetra, Version 1.2 (Soft Gene
GmbH, Berlin) durchgefihrt werden.

3.1.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

3.1.8.1 PCR Purification Kit (Qiagen)

Um Produkte aus préparativen PCR-Ansdtzen oder linearisierte Vektor-DNA aufzureinigen,
wurde das "PCR Purification Kit" (Qiagen) verwendet. Der Ansatz wurde méglichst 6lfrei in
ein frisches 1.5 ml-Eppendorfgefal? tberfihrt und mit dH,0 auf ein Gesamtvolumen von 100
ul aufgefllt. Nach Zugabe von 500 Wl Puffer PB wurde der Ansatz gemischt und auf eine
QIAquick Saule mit DNA-bindender Silicagel-Membran Uberfihrt. Nach Zentrifugation bei
8.000 Upm fr 1 min wurde mit 750 yl Puffer PE gewaschen und zum Trocknen der Membran
erneut zentrifugiert, zunéchst bei 8.000 Upm fur 1 min, dann bei 14.000 fUr 1 min. Die Saule
wurde in ein frisches 1.5 ml-Eppendorfgefald gesetzt, 5 min bel 37 °C vollstandig getrocknet
und die DNA in 20-30 ul erhitztem (60 °C) dH,O durch Zentrifugation eluiert.

3.1.8.2 I solierung von DNA-Fragmenten aus Agar ose-Gelen

Zur préparativen |solation einzelner DNA-Fragmente aus Restriktionsspaltungen wurden diese
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die gewtinschte DNA-Bande auf einem UV-Leuchttisch
mit einer sauberen Skalpellklinge ausgeschnitten. Das isolierte Agarosestiick wurde in ein
Eppendorf-Reaktionsgefé? Uberfiihrt und ausgewogen. Zur DNA-Extraktion wurde das
"QIAEX Gel Extraction Kit" (Qiagen) verwendet. Dazu wurde das Gelstlick mit einem
mindestens dreifachen Volumen Puffer QX1 versetzt und 10 min bel 50°C im Wasserbad
unter mehrfachem Invertieren vollsténdig aufgelost. Die Lésung wurde auf eine QIAquick-
Saule geladen und 1 min in der Tischzentrifuge zentrifugiert (8.000 Upm). Die Saule wurde
mit 500 ul Puffer QX1 und anschlief3end mit 500 pl Puffer PE gewaschen, in ein frisches 1.5
ml-Eppendorfgefal gesetzt, 5 min bei 37 °C getrocknet und die DNA in 20-30 pl erhitztem
(60 °C) dH,O durch Zentrifugation eluiert.

3.1.9 Subklonierung von DNA-Fragmenten

Zur gerichteten Klonierung von DNA-Fragmenten (Inserts) in Vektoren wurden moglichst
zwei verschiedene Restriktionsendonukleasen gewahlt, die inkompatible Uberhangende DNA -
Enden generierten. Der Vektor und das Insert wurden mit entsprechenden
Restriktionsendonukleasen Uber Nacht verdaut, gelelektophoretisch isoliert und in die Ligation
eingesetzt. Vektoren, die glatte oder kompatible DNA-Enden aufwiesen, wurden vor der
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Auftrennung dephosphoryliert. Beim Fehlen geeigneter Restriktionsschnittstellen in den zu
klonierenden DNA-Segmenten konnten diese in der PCR angefligt werden, indem
Oligonukleotide verwendet wurden, die an ihrem 5-Ende um das entsprechende
Restriktionsmotiv sowie 3 zusétzliche Nukleotide verlangert waren.

3.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verknipfung von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA wurden diese mit 1 U T4-DNA-
Ligase (Gibco) im vom Hersteller mitgelieferten Puffer (5 x T4-Ligase Puffer, Gibco) bel
18°C uber Nacht in einem Gesamtvolumen von 10 pl inkubiert. Dabel wurden in der Regel
100 ng Vektor-DNA und Insert-DNA in aquimolarer Menge (bei DNA-Fragmenten ab ca. 3
kb GroRe) bzw. in einem bis zu dreifachen molaren Uberschuss (bei kirzeren DNA-
Fragmenten) eingesetzt.

3.1.11 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um eine Selbstligation von geschnittenen Vektoren mit kompatiblen oder nicht-
Uberhéngenden ("blunt") DNA-Enden zu vermeiden, wurden sie an ihren 5-Enden
dephosphoryliert. Hierzu wurde die geschnittene Vektor-DNA mit 2 U Kéa ber-Intestinal-
Phosphatase (CIP, Boehringer-Ingelheim) in /10 Vol. 10 x CIP-Puffer bei 37 °C 1 h
inkubiert. In Anwesenheit von 5 mM EGTA wurde die Phosphatase anschlief3end 10 min bei
75°C hitzeinaktiviert. Einfach verdaute Vektoren wurden mittels des "PCR Purification Kit"
(Qiagen) aufgereinigt, doppelt verdaute Vektoren wurden durch Gelelektrophorese von dem
herausgeschnittenen Fragment abgetrennt und aus dem Agarose-Gel isoliert.

CIP-Puffer (10 x, Boehringer): 100 mM Tris-HCI (pH 8.3), 10 mM ZnCl,, 10 mM MgCl,

3.1.12 Auffillen Gberhangender DNA-Enden

Um die Uberhdngenden Enden von zu klonierenden DNA-Fragmenten nach
Restriktionsverdaus oder aus PCR-Reaktionen aufzufillen, wurden diese mit T4-DNA-
Polymerase behandelt. Die DNA wurde mit Hilfe des "PCR purification Kits" aufgereinigt und
in 1 x T4 DNA-Polymerasepuffer (Boehringer) unter Zugabe von 0.3 mM dNTPs mit 8 U T4-
DNAPolymerase in einem Gesamtvolumen von 70 pl 30 min bei 37°C inkubiert. Das DNA-
Fragment wurde gelelektrophoretisch aufgereinigt und in 25 pyl TE aufgenommen. Zur
Ligation wurde die DNA mit T4-Polynukleotid-Kinase (PNK, Boehringer) an ihren 5'-Enden
phosphoryliert. Hierzu wurde die DNA-L6sung in 1 x T4-Kinase Puffer mit 20 U T4-PNK (10
U/Wl) far 30 min bel 37°C inkubiert, erneut aufgereinigt und in die Ligation eingesetzt.

T4-Polynukleotid-Kinase Puffer (10 x): 0.5 M Tris-HCl (pH 7.5), 0.1 M MgCl,, 10 mM
DTT, 10 ug BSA

3.1.13 Klonierung von PCR-Produkten

Die aus einer mit Tag-Polymerase durchgefihrten PCR hervorgehenden DNA-Fragmente
besitzen zu etwa 50% einzelne Adenin-Uberhénge an ihren 3'-Enden, die von der Tag-
Polymerase angefligt wurden. Dieser Umstand wurde ausgenutzt, um die PCR-Produkte direkt
und ungerichtet in Vektoren zu ligieren, welche stumpfe (, blunt*) Enden besal3en und an ihren
5 -DNA-Enden mit entsprechenden Thymidin-Uberhangen versehen waren. Aufgereinigte
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PCR-Produkte konnten in Ligationen mit dem so préparierten Vektor pGEM-T (Promega)
eingesetzt werden. Sollten PCR-Produkte in den Vektor pGEM-T kloniert werden, die mit der
Pfu-turbo Polymerase amplifiziert waren, welche keine Adenin-Uberhange anfiigt, so wurde
das aufgereinigte Pfu-PCR-Produkt mit der Tag Polymerase in Gegenwart von 0.2 mM dATP
im entsprechenden Puffer fir 30 min bei 72 °C inkubiert. Ein Ligationsansatz des "pGEM-T
Kits' (Promega) war wie folgt zusammengesetzt: 1 Yl T4-Ligase Puffer (10 x) oder 5 pl
"Rapid ligation buffer" (2 x), 1 gl pGEM-T Vektor (50 ng/ W), x gl PCR-Produkt (in dH ,0),
1 T4-Ligase, dH,O ad 10 .

3.1.14 Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen

Zur Anzucht von Bakterien, die kompetent fir die Elektrotransformation mit Plasmid-DNA
waren, wurde zunéchst ein Einzelkolonieausstrich des gewinschten Bakterienstammes auf
LB-Agar-Platten (z.B. E. coli XL1-Blue mit 12.5 pg/ml Tetracyclin) angefertigt und eine
einzelne Bakterienkolonie in 20 ml LB-Flussigmedium Uberimpft. Nach Inkubation Uber
Nacht unter Schitteln (200 Upm) bel 37°C wurden am folgenden Tag 2 | LB-Flussigmedium
mit der Ubernachtkultur inokuliert. Bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase
der Bakterien (ODgy = 0.6-0.8) wurde erneut bei 200 Upm und 37°C inkubiert und die
Bakterienkultur anschlief3end im Eisbad gekuhit. Alle folgenden Schritte wurden mit auf 4°C
vorgekuhlten Losungen und Geréten durchgefihrt. Die Zellen wurden bei 4°C fur 10 min in
einer Sorvall-CL6B-Kihlzentrifuge (7.000 Upm; GSA-Rotor) sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Sediment zunédchst im Ausgangsvolumen an sterilem dH,O
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die folgenden Waschschritte
durchgefihrt: 1 x 1 Vol. 10% (v/v) Glycerinin dH,0O, 1 x 0.5 x Vol. 10% (v/v) Glycerin in
dH.,O, 1 x /20 Vol. 10% (v/v) Glycerin in dH,O. Das Zellpellet wurde in maximal 2 ml 10%
(v/v) Glycerin in dH,O resuspendiert. Aliguots von je 40 ul der Zellsuspension wurden in 1.5
ml-Eppendorfgefalie Uberfuhrt, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bel -70°C gelagert.

3.1.15 Elektrotransformation kompetenter Bakterienzellen

Zur Elektrotransformation wurde das Elektroporationsgerét "E. coli Pulser" der Firma Biorad
verwendet. Vor der Pulsgabe wurden alle Schritte auf Eis durchgefihrt. Ein Aliquot mit 40 pl
kompetenten Bakterien in einem 1.5 ml-Eppendorfgefal? wurde auf Eis aufgetaut und mit 1-2
pl DNA-Losung vermischt. Der Transformationsansatz wurde in eine Elektroporationskiivette
(d = 0.1 cm) Uberfuhrt und luftblasenfrei an den Boden der Kivette geklopft. Die Kivette
wurde einem elektrischen Puls von 1.8 kV und 25 pF ausgesetzt. Sofort nach der Pulsgabe
wurden 0.5 ml LB-Medium in die Kuvette pipettiert und gut mit der Bakteriensuspension
vermischt. Verschiedene Volumina (z. B. 20, 200 ul) der Suspension wurden mittels steriler
Glaskugeln auf bei 37 °C vorgewarmten LB-Agar-Platten verteilt, die ein der Plasmidresistenz
entsprechendes Selektivantibiotikum enthielten. Bei Pulszeiten von 3.9-4.5 s konnte eine gute
Transformationseffizienz erwartet werden. Konnte zur Kontrolle der Insertion eine
Blau/Wei3-Selektion durchgefiihrt werden, wurden vor dem Ausplattieren der Zellen auf jede
Platte 40 pl IPTG-L6sung und 40 pl X-Gal-Ldsung aufgebracht. Die Platten wurden bei 37°C
Uber Nacht invertiert im Brutschrank inkubiert und konnten anschlief3end bel 4 °C gelagert
werden.
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IPTG (Isopropylthiogalactosid): 100 mM IPTG in dH,O
X-Gal  (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactopyranosid): 20 mg/ml X-Gal in
Dimethylformamid

3.1.16 Nachweis der Integration klonierter DNA-Fragmente

Um Bakterienklone zu identifizieren, die das gewtinschte I nsertionsfragment enthielten, wurde
eine PCR mit Flussigkultur-Aliquots ("culture-PCR") der Bakterienkolonien oder direkt mit
Koloniematerial  durchgeftihrt  ("colony-PCR").  Alternativ. wurden von einigen
Bakterienkolonien Plasmidpraparationen im analytischen Mal3stab durchgefiihrt, welche im
Anschluss in Restriktionsverdaus analysiert werden konnten. In die PCR-Reaktionen wurde
eine Kombination von zwei gegenl&ufigen Oligonukleotiden eingesetzt, die den Ubergang von
Vektor- und Insertsequenz amplifizierte. Das resultierende Produkt konnte somit nur bei
erfolgreicher Integration des Inserts in der gewiinschten Orientierung gebildet werden. Die
Insertion von DNA-Fragmenten, deren Sequenz nicht bekannt war, konnte durch Verwendung
zweier gegenlaufiger vektorspezifischer Oligonukleotide Uberprift werden, wobel an der
Produktgrofie der Integrationserfolg zu erkennen war.

In einem Ansatz der "colony-PCR" (22.5 pl Gesamtvolumen) wurden 2.5 pl Flssigkultur
eingesetzt. Von "positiven" Bakterienkolonien konnten Flissigkulturen zur préparativen
Plasmidisolation angel mpft werden.

3.2 RNA-Methoden

Zur Inaktivierung von RNasen wurden die zum Arbeiten mit RNA bestimmten Gefél3e mit 0.5
N NaOH fur mindestens 10 min behandelt und mit DEPC-dH,O gesplilt. Kunststoffgefalde
wurden fabrikneu und unbehandelt verwendet. Hitzel abile Substanzen wurden in DEPC-dH,O
gelost. Bei der Arbeit mit RNA wurden Latex-Einmalhandschuhe getragen und filtergestopfte
Pipettenspitzen verwendet.

DEPC-dH,0O: 0.1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat in dH,O, Inkubation fur 4-12 h bei 37°C und
anschlieffendes Autoklavieren fir 20 min bei 121°C.

3.2.1 Isolierung von DNA-freier Gesamt-RNA aus Xenopus

Isolierte DNA-freie Gesamt-RNA aus Xenopus wurde in der RT-PCR zu Expressionsstudien
und for cDNA-Klonierungen verwendet. Zur Analyse von Induktionsprozessen wurde RNA
aus manipulierten animalen Gewebeexplantaten ("animal caps') extrahiert und in quantitative
RT-PCR-Reaktionen eingesetzt.

3.2.1.1 Embryonalstadien

Um Gesamt-RNA aus Xenopus-Embryonen zu extrahieren, wurde in einem 15 ml-
Eppendorfreaktionsgeféld pro Ansatz je 0.4 ml Extraktionspuffer in einem Thermoblock
(Gesellschaft fur Laborgeréte, Wertheim/Main) auf 45°C vorgewdrmt. Zu dem Puffer wurden
20 pl einer Proteinase K-Losung (20 mg/ml) gegeben und diese Mischung sofort auf die
gefrorenen Embryonen (je 10 pro Praparation) pipettiert. Durch 8faches Auf- und Absaugen
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der Probe in einer 1 ml-Einmal spritze mit G30-Kantle wurden die Embryonen homogenisiert
und die DNA geschert. Der Extrakt wurde bei 45°C fir 45 min inkubiert und phenolextrahiert
(1 x 1 Vol. Phenal, 1 x 1 Vol. Phenol/Chloroform, 1 x 1 Vol. Chloroform). Die RNA wurde
durch Zugabe von 0.1 Vol. 10 M NH,-Acetat und 2.5 Vol. Ethanol durch Zentrifugation in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge (14.000 Upm, 30 min, RT) geféllt und in 40 yl DEPC-dH,O
aufgenommen. Um kontaminierende genomische DNA zu degradieren, wurde die RNA-
Losung nach Zugabe von 2 pl RNase-freier DNAse (20 U/ul, Boehringer), 5 il 10 x DNase-
Puffer, 2 Wl 20 mM Dithiothreitol und 1 ml RNasin (40 U/ul, Stratagene) 30 min bei 37°C
inkubiert. Anschliefend wurde die RNA Uber RNeasy-Saulen aufgereinigt und ihre
Konzentration photometrisch bestimmt.

Extraktionspuffer (1 x): 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5mM EDTA (pH 8), 40 mM NaCl, 0.5%
SDSin DEPC-dH,O

DNase-Puffer (10 x): 400 mM Tris-HCI (pH 8.0), 60 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM
CaCl,in DEPC-dH,O

3.2.1.2 Adulte Gewebe und Organe

Maoglichst nach der Préparation von Hoden aus Xenopus Méannchen wurden diesen Gewebe
und Organe entnommen und mit 1 x MBSH gewaschen. Die zur RNA-Extraktion bestimmten
Gewebe und Organe wurden in Flussigstickstoff eingefroren und mit einem in
Flissigstickstoff gekihlten Morser pulverisiert. Das Pulver wurde in vorgekihlten 1.5 ml-
Eppendorfreaktionsgeféfen in 50 pl-Aliquots aufgeteilt und bis zur Extraktion bei -70°C
gelagert. Die RNA-Extraktion wurde wie unter 3.2.1.1 beschrieben durchgefiihrt.

3.2.1.3 Animale Kappen

Um RNA aus kultivierten animalen Explantaten (animalen Kappen) zu extrahieren, wurden
diese im gewlnschten Stadium in einem mdglichst geringen Puffervolumen in 1.5 mi-
Eppendorfgefale Uberfihrt, in Flussigstickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. Zur
RNA-Extraktion wurde das "RNeasy Mini Kit" verwendet. Unmittelbar nach der Entnahme
aus dem Flussigstickstoff wurde den Proben 350 yl Puffer RLT mit 1% (viv) 3
Mercaptoethanol zugegeben. Die animalen Kappen wurden durch 5-6maliges Auf-und
Absaugen in einer automatischen 1 ml Gilsen Pipettenspitze homogenisiert und 1 Vol. 70%
Ethanol zugefiigt. Nach Mischen durch Pipettieren wurden die Proben auf RNeasy Sdulen
pipettiert und 15 s bei 8.000 Upm zentrifugiert. Anschlief3end wurden die Saulen je 1 x mit
700 I Puffer RWE und zweimal mit 500 pl Puffer RPE gewaschen, 2 min bei 14.000 Upm
trockenzentrifugiert und bei 37 °C getrocknet. Die RNA wurde zunéchst in 40 yl RNase-
frelem dH,O eluiert und wie unter 3.2.1.1 beschrieben mit RNase-freier DNase | behandelt.
Nach einer erneuten Aufreinigung mit Hilfe des "RNeasy Mini Kits' wurde die RNA in 3 pl
RNase-freiem dH,O pro Kappe €eluiert.
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3.2.2 Rever se-Transkriptase-Polymer ase-K ettenr eaktion (RT-PCR)

Zur Anayse der Expression von Genen in Embryonalstadien, adulten Geweben oder Organen
oder zur Klonierung von cDNAs wurde mRNA revers transkribiert und die erhaltene cDNA in
der PCR amplifiziert. Hierbei wurde mit dem "RT-PCR Kit" (Perkin-Elmer) gearbeitet.

3.2.2.1 Semiquantitative RT-PCR

Die reverse Transkription von RNA wurde in einem Ansatz des RT-PCR Kits (Perkin EImer)
durchgefuhrt, der wie folgt zusammengesetzt war: 2 yl 10 x PCR-Puffer Il, 4 pl 25 mM
MgCl, je 2 yl dATP; dCTP; dGTP; dTTP-Lésung (10 mM), 1 pl RNase Inhibitor (20 U/ul), 1
pl Random Hexamers (50 uM), 1 il Reverse Transkriptase (50 U/Wl), bis zu 3 pl DNA-freie
Gesamt-RNA (bis zu 1 pg), RNase-freies dH,O ad 20 pl. Der Ansatz wurde gemischt und mit
50 pl Mineraldl Uberschichtet. In einem PCR-Gerdt (Trio, Biometra) durchlief er mit das
folgende Temperaturprofil: 10 min 22 °C (Anlagerung der Oligonukleotide), 30 min 42°C
(reverse Transkription), 5 min 99°C (Inaktivierung der reversen Transkriptase), Abkuhlen auf
4°C.

Die so erhaltene cDNA wurde anschlief3end in eine PCR-Reaktion eingesetzt, indem jedem
Ansatz folgende Komponenten hinzugefiigt wurden: 8 pl 10 x PCR-Puffer 11, 2 gl 25 mM
MgCl, (Endkonzentration 1.5 mM), 1 ul je 15 pM sense- und antisense-Oligonukleotid-
Losung, 0.5 pl Tag-Polymerase (5U/l, Perkin-Elmer), dH,O ad 80 ul (Gesamtvolumen der
Reaktion: 100 pl).

Sollte das Produkt der PCR radioaktiv markiert werden, wurden auf3erdem pro Ansatz 0.25 pl
[a-**P]-dCTP (10 uCi/ul, Amersham) zugefiigt. Die gewahlte Zyklenzahl der analytischen
RT-PCR befand sich mdglichst im Bereich des linearen Anstiegs der Produktmenge. Die
radioaktiv markierten PCR-Produkte wurden auf einem 6% Polyacrylamid/Harnstoffgel in 1 x
TBE bei konstant 400 V aufgetrennt. Dazu wurden je 8 pl eines PCR-Ansatzes mit 4
Formamid-TBE-Farbstoff-Mix versetzt und vor dem Auftragen 5 min bei 80°C denaturiert.
Als GroRenstandard diente mit Polynukleotidkinase (PNK) radioaktiv markierte "One kb
Ladder" (Gibco).

Formamid-TBE-Farbstoff-Mix: 1 x TBE, 50% (v/v) Formamid (deionisiert), 0.025%
Bromphenolblau, 0.025% Xylencyanol in dH,O

3.2.2.2 Auftrennung im Polyacrylamid/Har nstoffgel

Radioaktive  RT-PCR-Produkte  wurden auf einem denaturierenden 6%
Polyacrylamid/Harnstoffgel der Mal3e 270 x 200 x 0.5 mm in einer Standard-Gelkammer
(Werkstatt des Ingtituts) aufgetrennt. Die Glasplatten des Gels wurden vor dem Gief3en mit
Repell-Silan behandelt. Vor dem Auftragen der Proben wurde ein Vorlauf von 10 min bei 400
V durchgefiihrt. Nach einem zweistindigen Gellauf wurde das Gel in 10% Methanol/10%
Essigsdure fixiert, gewassert und auf Filterpapier (Whatman 3M) bei 65°C vakuumgetrocknet.
Anschlief3end wurde es Uber Nacht auf einer Phosphoimager-Platte (Molecular Dynamics)
exponiert.

Repell-Silan: 5% Dimethyldichlorsilan in Chloroform
6% Polyacrylamid/Harnstoff-Stammlésung (1 x): 8 M Harnstoff, 5.7% Acrylamid, 0.3%
Bisacrylamid in 1 x TBE. Die Losung wurde deionisiert (Mischbettionenaustauscher, Biorad
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A6501-X8CD) und filtriert (0.45 pm). Zum Ansetzen einer Gellésung wurden 50 ml der 6%
Polyacrylamid/Harnstoff-Stammlésung filtriert (0.22 pm) und zur Polymerisation 44 pl
TEMED und 180 pl 10% APS zugefiigt.

3.2.2.3 Phosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um den DNA-Molekulargewichtsgrofzenstandard "One kb Ladder" radioaktiv zu markieren,
wurden die DNA-Fragmente in Gegenwart von [g-**P]-dATP mit T4-Polynukleotidkinase am
5-Ende phosphoryliert. Hierzu wurde 1 pl (=1 pg) "One kb Ladder" mit 10 U T4-
Polynukleotidkinase (New England Biolabs) und 2 pl [¢-**P]-dATP (Amersham) in 1 x T4-
PNK-Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 pl fir 30 min bel 37°C inkubiert. Anschlief3end
wurde der Ansatz mit dem "PCR Purification Kit" von freien Nukleotiden gereinigt, in 50 pl
dH.,O duiert und mit Formamid/10 mM EDTA auf 100 pl aufgefiillt. Die Radioaktivitét des
kinasierten Markers wurde durch Messung der Zerfélle pro Minute (dpm = disintegrations per
minute) in einem "Quick Count"-Gerdt (Bioscan, Washington DC, USA) bestimmt und so
eingestellt, dass pro Spur eine Aktivitéat von 20.000 dpm aufgetragen wurde.

3.2.3 In vitro-Synthese von RNA

3.2.3.1 In vitro-Synthese markierter RNA-Sonden

Zur Synthese von markierten antisense-RNA-Sonden fur in situ Hybridisierungen wurden in
vitro Transkriptionen in Anwesenheit von Digoxigenin-markiertem rUTP durchgefihrt. Als
"template" fur die RNA-Polymerase diente linearisierte Plasmid-DNA, die mit dem "RNeasy
Mini Kit" (Qiagen) aufgereinigt worden war.

Ein Transkriptionsansatz (RNA Transkriptions-Kit, Stratagene) setzte sich aus den folgenden
Komponenten zusammen: 5 pl 5 x Transkriptionspuffer, je 1 gl 10 mM rATP; rCTP; rGTP,
0.64 pl 10 mM rUTP, 0.36 I 10 mM Digoxigenin-rUTP (Boehringer), 1 Wl 0.75M DTT, 1

RNAsin (40 U/ul), 5 pl linearisierte "template”-DNA (0.2 pg/(l, in RNase-freiem dH ,0), 1
T3, T7 oder SP6-RNA-Polymerase (10 U/ul), RNase-freies dH,O ad 25 .

Der Ansatz wurde 2 h bel 37°C inkubiert und anschlie3end die DNA-Matrize durch Zugabe
von 2 Wl RNase-freier DNAse | (Boehringer) 15 min bei 37°C verdaut. Die RNA-Sonde wurde
mit Hilfe des Reaktionssystems "RNeasy Mini Kit" aufgereinigt.

3.2.3.2 In vitro-Synthese von Cap-mRNA fur Mikroinjektionen

Synthetische mRNA fir Mikroinjektionen wurde bei Konstrukten mit SP6 Promotor mit Hilfe
des"SP6 MM ESSAGE mMACHINE Kits" (Ambion) und bei Expressionsvektoren mit T3 und
T7 Promotoren mit dem RNA Transkriptions-Kits (Stratagene) hergestellt. In beiden Félen
wird bei der invitro Synthese der RNA am 5'-Ende der Transkripte eine 7-Methylguanosin-
"Kappe" (CAP) angeflgt.

Ein Ansatiz des "SP6 mMMESSAGE mMACHINE Kits* enthiet: 2 p 10 x SP6
Reaktionspuffer, 10 pl 2 x INTP/CAP Mix, 5 Il DNA-Matrize (0.2 pg/pl in RNase-freiem
dH,0), 2 yl SP6-Enzym Mix, RNase-freies dH,O ad 20 . Nach 2-3 h Inkubation bel 37°C
wurde dem Ansatz zur Degradation der DNA-Matrize 1 Yl RNase-freie DNase | zugegeben
und 15 min bei 37°C verdaut.



2. Material 43

Ein Ansatz nach dem RNA Transkriptions-Kit war wie folgt zusammengesetzt: 10 pl 5 X
Transkriptionspuffer, je 5 Wl 10 mM rATP; rCTP, rGTP; rUTP, 2 yl 0.75 M DTT, 1
RNAsin (40 U/ul), 9 yl 10 mM 7-Methylguanosin [7mG(5'),,,(5')G], 1 @l RNasin, 5
linearisierte "template"-DNA (0.2 pg/ll, in RNase-freiem dH,0), 2 il T3 oder T7-RNA-
Polymerase (10 U/ul), RNase-freies dH,O ad 50 pl. Hier wurde ebenfalls 2 h bel 37°C
inkubiert, 2 ul DNase | zugefiigt und weitere 15 min bei 37°C verdaut.

3.2.3.3 Aufreinigung synthetischer RNA

Um synthetische RNA oder linearisierte "template’-DNA von Salzen, Enzymen und
Nukleotiden abzutrennen, wurden die Ansdtze mit Hilfe des "RNeasy Mini Kits' (Qiagen)
aufgereinigt. Der Resktionsansatz wurde dazu mit RNase-freiem dH,O auf ein
Gesamtvolumen von 100 ul aufgefullt und 350 yl Puffer RLT sowie 250 pl Ethanol
zupipettiert. Nach dem Mischen wurde die Lésung auf eine RNeasy-Séaule Ubertragen und 15 s
bei 8.000 Upm zentrifugiert. Es wurde zweimal mit je 500 pl Puffer RPE gewaschen und die
Saule trockenzentrifugiert und bel 37 °C fur 10 min getrocknet. Die RNA wurde mit 20 pl
RNase-freiem, auf 50 °C vorgewarmtem dH,O in ein frisches Eppendorfgefai eluiert.

3.2.4 I solation homologer cDNA-Sequenzen mit Hilfe degenerierter Oligonukleotide

Zur lIsolation von unbekannten cDNA-Sequenzen aus Xenopus wurden zundchst mit Hilfe
eines Sequenz-Alignment-Programms (MegAlign, DNASTAR) die aus anderen Organismen
bekannten Sequenzen des gesuchten Proteins verglichen. Aus Sequenzbereichen, die eine hohe
Homologie aufwiesen und zudem vorzugsweise einen hohen Anteil von im genetischen Code
nur durch ein oder zwei Basentripletts reprasentierten Aminosduren (z. B. Methionin,
Tryptophan) enthielten, wurden "degenerierte” Oligonukleotide ausgewahit. Diese bestanden
aus einer Mischung von samtlichen in anderen Organismen vertretenen Nukleotidsequenzen
dieses Bereiches, welche bei der Synthese zufdllig neu rekombiniert wurden. Paare
degenerierter Oligonukleotide wurde in hoher Konzentration (0.5-1.5 pM) in eine RT-PCR
Reaktion auf Gesamt-RNA aus Xenopus Embryonalstadien eingesetzt, wobel verschiedene
Anlagerungs-Temperaturen der Oligonuklectide (50-60°C) parallel getestet wurden.

Entsprach das erhatene Produkt der erwarteten Grof3e, konnte es in den pGEM-T Vektor
kloniert und sequenziert werden. Basierend auf der erhaltenen Sequenzinformation konnten
spezifische Oligonukleotide entworfen werden, um weitere Sequenzinformation Uber die
cDNA zu erhalten.

3.3 Durchmustern einer cDNA Bank

Um einen Phagen zu isolieren, der die gesuchte cDNA enthielt, wurden fraktionierte Xenopus
| -Zap Express (Stratagene) cDNA-Phagenbibliotheken mit Hilfe der PCR unter Verwendung
degenerierter oder spezifischer Oligonukleotide durchgemustert. Durch wiederholte
Verdinnung und Vermehrung der Phagen aus positiven Fraktionen wurde der gesuchte Phage
in FlUssigkultur angereichert, bis ein reiner Phagenklon durch Ausplattieren isoliert werden
konnte. Der isolierte Einzelphage wurde schliefdlich mittels eines Helferphagen in ein
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zirkul&res Phagemid konvertiert, das im weiteren als Plasmid in Bakterien vermehrt werden
konnte.

3.3.1 Bestimmung des Phagentiters

Zur Bestimmung des Titers einer Phagensuspension wurde in SM-Puffer eine
Verdinnungsreihe der Phagen erstellt (10%-10"°). Diese wurde auf NZY-Agarplatten wie
unten beschrieben ausplattiert und bel 37°C Uber Nacht inkubiert. Die entstandenen Plaques
(plague forming units = pfu) wurden ausgezéhlt und auf die unverdiinnte Phagensuspension
hochgerechnet (pfu/ml).

SM-Puffer: 10 mM TrissHCl (pH 7.5), 8 mM MgSO,, 100 mM NaCl, 0.01% Gelatine,
sterilfiltriert (0.45 pm)

3.3.2 Phagenplattierung

Ein Einzelkolonieausstrich des Bakterienstammes E. coli XL1-Blue MRF wurde auf
tetracyclinhaltigen LB-Agarplatten angefertigt. Mit einer MRF -Einzelkolonie wurde eine
Tagkultur in 50 ml LB-FlUssigmedium mit Tetracyclin, 10 mM MgSO, und 0.2% Maltose
angeimpft. Nach ca. 5 h Wachstum wurden die Zellen bei 4.000 Upm fir 10 min in einem
GSA-Rotor pelletiert und in 10 mM MgSO, zu einer ODg, von 0.5 resuspendiert. Zur
Infektion mit Phagen wurden 600 pl der Bakteriensuspension zusammen mit 2.5 pl der
Phagensuspension 20 min bei 37°C fur die Préadsorption geschwenkt. Dies erfolgte in 1.5 ml-
Eppendorfgefél3en oder in 12 ml-PPN-R6hrchen.

3.3.2.1 Phagenplattierung auf NZY-Agar-Platten

Das Préadsorptionsgemisch aus Bakterien und Phagen wurde zu 3 ml flissigem, auf exakt
48°C vorgewarmten, NZY-Top-Agar gegeben, zlgig gemischt und der Inhalt auf
vorgewarmten NZY -Agarplatten (d=9.5 cm) gleichmafig verteilt. Nach 1 h Inkubation bei RT
zum vollstandigen Erstarren des Top-Agars wurden die Platten invertiert bei 37°C Uber Nacht
inkubiert.

3.3.2.2 Phagenplattierung in Mikrotiterplatten

Sollten die Phagen in Titerplatten amplifiziert werden, wurden 6.4 ml NZY -Flussigmedium zu
dem Gemisch aus Bakterien und Phagen in das 12 ml-PPN-Rohrchen pipettiert und jewells in
Aliquots zu 100 W auf 8 x 8 Vertiefungen einer 96-Loch-Titerplatte verteilt. Die Platten
wurden mit Klebefolie verschlossen und Uber Nacht bei 37°C und 250 Upm geschiittelt. Eine
gute Amplifikation der Phagen war am folgenden Tag an einem klaren Phagentberstand und
Sedimenten aus Bakterienzel ltriimmern zu erkennen.

3.3.3 Anreicherung eines K andidaten-Phagen

Um positive Phagenfraktionen zu identifizieren, wurden Aliquots einzelner Fraktionen einer
cDNA-Bank in einer PCR mit degenerierten oder spezifischen Oligonukleotiden getestet,
wobei wie in der "colony"-PCR vorgegangen wurde. Verschiedene Verdinnungen (von
unverdiinnt bis 10°) der positiven Phagen-Einzelfraktionen wurden in 8 x 8 Aliquots & 100 pl
in Mikrotiterplatten plattiert und diese nach der Amplifikation erneut in der PCR analysiert.
Um das Verfahren zu vereinfachen, wurden jeweils 8 pl der horizontalen Reihen A (1-8) bisH
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(1-8) der Platte zu einem Gemisch (Pool) vereint und in der PCR getestet. Zeigte eine Reihe
ein positives Signal, konnte die positive Fraktion in dieser Reihe durch eine zweite PCR auf
Aliquots der Einzelfraktionen lokalisiert werden. Positive Fraktionen wurden in 1.5 ml-
Eppendorfgeféf3e Uberfihrt und nach Zugabe von zwei Tropfen Chloroform zur
Konservierung der Phagen bei 4°C aufbewahrt. Es wurde jeweils mit den positiven Fraktionen
weitergearbeitet, welche aus der hochsten Verdiinnungsstufe hervorgingen. Die Verdinnungs-
und Amplifikationsrunden wurden mehrfach wiederholt, bis der gesuchte Phage in der
Fraktion gegentiber anderen Phagen mdglichst stark angereichert war.

3.3.4 I solation eines spezifischen Phagen

Um einen reinen Klon des gesuchten Phagen zu isolieren, wurde die angereicherte Fraktion
auf NZY-Agar-Platten ausplattiert. Einzelne Phagen-Plaques von ca. 1 mm Durchmesser
wurden mit der Spitze einer Pasteurpipette ausgestochen und in je 100 I SM-Puffer Gberfihrt.
Aliquots der Plague-Suspensionen wurden in der PCR getestet. Positive Einzelplaques
konnten nach Zugabe von zwel Tropfen Chloroform bei 4°C in 1.5 ml-Eppendorfgefalzen
gelagert werden. Um die Reinheit des Phagen sicherzustellen, wurden Aliquots der positiven
Einzel phagensuspension erneut ausplattiert und 8-12 Plagues ausgestochen. Waren sémtliche
der ausgestochenen Phagenplaques in der PCR erneut positiv, konnte davon ausgegangen
werden, dass ein reiner Klon vorlag.

3.3.5 Zirkularisierung (Exzision) des Phagen-Inserts

Zur Exzision des Phagemids aus dem reinen Phagenklon musste zundchst eine hoch
konzentrierte ("high titer") Phagensuspension erzeugt werden. Dazu wurde der reine Phage auf
Agarplatten zu konfluentem Wachstum ausplattiert. Die Phagen wurde durch Zugabe von 2-3
ml SM-Puffer zur Agar-Platte fir ca. 3 h bei RT durch Inkubation auf einer Wippe vom Agar
abgeschwemmt und in ein 50 ml Falcon-Réhrchen Uberfihrt. Nach Zugabe von 75 dl
Chloroform wurde gemischt, 10 min bei 10.000 Upm zentrifugiert und der Uberstand in ein
1.5 ml-Eppendorfgefald tberfihrt. Der konzentrierte Phagentiberstand wurde nach Zugabe von
0.3%-Vol Chloroform bei 4°C gelagert.

Zur Vorbereitung der Exzision wurden Uber-Nacht-Kulturen der E. coli Stamme XL1-Blue
MRF und XLOLR angeimpft, aus welchen Tagkulturen inokuliert wurden. Die XLOLR-
Zellen wurden bis zum Erreichen einer ODy,,=1.0 kultiviert und bel 4 °C zwischengelagert.
Die ODg,y, der MRF -Zellen wurden in 10 mM MgSO, auf 1.0 eingestellt. In einem 12 ml-
PPN-Rohrchen wurden 200 pl der MRF'-Zellsuspension zusammen mit 250 pl der
hochkonzentrierten Einzelphagensuspension und 1 pl ExAssist-Helferphage 15 min bei 37°C
unter Schwenken inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml LB-Flissigmedium wurde 2.5 h bei 37°C
geschittelt. Hierbei wurde ein definierter Bereich des Phagen, welcher die inserierte cDNA
enthielt, vom Helferphagen einzelstrangig amplifiziert, zirkularisiert und als Phagemid
verpackt aus dem Wirtbakterium ausgeschleust. Zum Abtbten des Wirtsbakteriums wurde
anschlieffend der Ansatz fir 15 min auf 70°C erhitzt, die Bakterien abzentrifugiert und der
Phagemid-Uberstand in ein neues 12 ml-PPN-Roéhrchen uberfuhrt. Um den E. coli Stamm
XLOLR mit dem Phagemid zu infizieren, wurden in 1.5 ml-Eppendorfgefél3en je 10 yl oder
100 pl Phagemid-Uberstand mit 200 pil frischen XLOLR-Zellen (OD ,=1.0) 15 min bei 37°C
geschwenkt. Nach Zugabe von 300 pl LB-Medium wurde fur weiter 45 min unter Schwenken
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bei 37°C inkubiert. Aus jedem Ansatz wurden 2 x 200 pl auf LB-Agarplatten mit Kanamycin
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit den entstandenen Bakterien-
Einzelkolonien konnten im Anschluss Flissigkulturen angeimpft und das isolierte Plasmid mit
der gesuchten cDNA amplifiziert werden.

3.4 Préparation von Xenopus-Embryonalstadien

3.4.1 Praparation von Xenopus-Testis

Zur Befruchtung der Gelege musste moglichst vor Beginn der Eiablage Testis aus Xenopus
Mannchen entnommen werden. Dazu wurde ein Mannchen dekapitiert und ventral
aufgeschnitten. Die weifdichen, ovalen Hoden wurden in eiskalten 1x MBSH-Puffer Uberfihrt.
Unter Zugabe von Penicillin/Streptomycin konnten sie bei 4°C bis zu einer Woche gelagert
werden.

MBSH (1x): 10 mM HEPES (pH 7.4), 88 mM NaCl, 1 mM KCl, 2.4 mM NaHCO,, 0.82 mM
MgSO,, 0.41 mM CaCl,, 0.66 mM KNO,

3.4.2 Stimulation der Eiablage

Um die Eiablage fur den folgenden Morgen zu stimulieren, wurden einem Weibchen gegen 20
Uhr 500-700 U humanes Gonadotropin (2000 U/ml) mittels einer 1 ml-Spritze mit G27-
Kanule in den dorsalen Lymphsack injiziert. Die Weibchen wurden Gber Nacht bei ca. 18 °C
gehalten. Zur meist spontanen Eiablage wurden die Weibchen Uber eine leere Petrischale
gehalten.

3.4.3 Befruchtung und Entwicklung

Die Gelege wurden mit Spermien aus praparierten Hoden befruchtet. Um die Spermien
freizusetzen, wurde ca. /10 eines Hodens mit einer Mikroschere in 100 pl 1 x MBSH
mazeriert. Unmittelbar vor Gebrauch wurden die in 1 x MBSH inaktiven Spermien mit 900 pl
dH,O verdinnt. Durch die Verringerung der lonenkonzentration erlangten die Spermien ihre
volle Beweglichkeit. Die Spermien wurden zlgig auf den Gelegen verteilt, die zur
Einzelschicht auseinandergezogen wurden. Nach ca 5 min wurde mit 0.1 x MBSH
Uberschichtet. Eine Stunde nach der Befruchtung wurden die Embryonen durch 3 minttige
Inkubation in 2 % Cystein (pH 7.8-8.0) unter Schwenken von ihrer Gallerthille befreit und
dreimal mit 0.1 x MBSH gesplilt. Die Embryonen wurden auf einer Temperierplatte bei 14-
20°C bis zu den gewlinschten Stadien inkubiert. Um die Feinstrukturen von Albinoembryonen
besser zu erkennen, konnten diese mit dem Vitalfarbstoff Nilblau angeféarbt werden.

2% Cystein-HCl: 2% (w/v) L-Cystein-HCI, pH mit NaOH auf 7.8 einstellen
Nilblau-Féarbeldsung: 0.01% (w/v) Nilblauin 0.1 x MBSH, vor Gebrauch filtrieren
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3.5 Histochemie und mmunhistochemie

3.5.1 Fixierung von Xenopus Embryonen

Waren die Embryonen fur "whole mount” in situ Farbungen bestimmt, wurden sie in 5 ml
Schraubdeckelglasrohrchen auf einer Wippe fur eine Stunde in 1 x MEMFA fixiert und
anschlieffend in 100 % Ethanol bei -20°C gelagert.

MEM (10x): 1M MOPS, 20 mM EGTA, 10 mM MgSO,
MEMFA (1x): 1x MEM, 3.7 % Formaldehydldsung

3.5.2 R-Galactosidase-Féarbung

Zur Analyse der Verteilung koinjizierter 3-Galactosidase mRNA in Xenopus Embryonen
wurden die Embryonen nach der Fixierung in 1 x MEMFA 2-3mal 5 Minuten mit PBS gespllt
und bei Raumtemperatur in [3-Galactosidase-Farbel 6sung bis zum Erreichen der gewiinschten
Farbintensitét inkubiert. Zum Abstoppen der Farbreaktion wurden die Embryonen einmal mit
PBS gewaschen, erneut eine Stunde in 1 x MEMFA fixiert und in 100% Ethanol bei -20°C

gelagert.

R-Galactosidase-Farbelosung: 1 x PBS, 1 mg/ml X-Gal, 5 mM K,;Fe(CN);, 5 mM
K Fe(CN),, 2 mM MgCl,

Stammlésungen: 500 mM  K,Fe(CN),, 500 mM K,Fe(CN), 40 mg/ml X-Ga in
Dimethylsulfoxid

3.5.3" Whole mount" in situ Hybridisierung

Um die réaumliche und zeitliche Expression von Genen zu analysieren, wurde die endogene
MRNA von Xenopus-Embryonen in situ mit komplementdren, Digoxigenin-markierten
antisense-RNA Sonden hybridisiert und in einer Féarbereaktion detektiert. Zur Kontrolle der
Spezifitdt wurde markierte sense-RNA eingesetzt.

3.5.3.1 Rehydrieren der Embryonen
Soweit nicht anders erwéhnt, wurden bei jedem Schritt 5 ml Losung verwendet. Pro 5 mi-
Schraubdeckel réhrchen wurden nicht mehr als 20 Embryonen gleichzeitig behandelt.

Ethanol (%) Puffer (%) Dauer (min) [ Anzahl
1 Ethanol 100 % 5 1x@
2 Ethanol 75 % dH.O 25% 5 1x@
3. Ethanol 50% dH.O 50% 5 1x@
4, Ethanol 25 % PTw 75 % 5 1x @
5. PTw 100% 5 4x @
@=kopfuber (Drehrad)

3.5.3.2 Proteinase K-Behandlung

Um die Embryonen durchléssiger fur die RNA-Hybridisierungssonden zu machen, wurden sie
bis zu 25 min bei RT in 1 ml PTw-Puffer inkubiert, dem 0.5 pl Proteinase K-Losung (Merck,
20 mg/ml) zugegeben wurde (Endkonzentration 10 pg/ml). Dabel wurden die Embryonen
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optisch kontrolliert; zeigten sich leichte Schaden an einem Embryo, wurde die Behandlung
sofort abgebrochen.

3.5.3.3 Refixierung

Die durch Proteinase K-Behandlung fragilen Embryonen wurden durch Acetylierung und
Inkubation in PTw/Formaldehydlosung refixiert. Die Embryonen wurden in 0.1 M
Triethanolamin-Ldsung (pH 7.5) umgepuffert, durch zweimalige Zugabe von Acetanhydrid
acetyliert und anschlief3end in PTw + 4 % FA refixiert.

Puffer Zugabe von Dauer (min) [ Anzahl
1. 0.1 M Triethanolamin 5 2X @
2. 0.1 M Triethanolamin | 12.5 ul Acetanhvdrid |5 1x@
3. 12.5 1l Acetanhvdrid |5 1x@
4, PTw 5 2X @
5. PTw + 4% FA 20 1x@
6. PTw 5 5x @

Anschlief3end wurde der PTw-Puffer bis auf 1 ml entfernt und 250 pl Hybridisierungs-Lésung
zugegeben. Nach dem Absinken der Embryonen in die Hybridisierungslésung wurde der
Uberstand abgenommen, durch 500 pl Hybridierungsiésung ersetzt und 10 min bei 60°C im
Wasserbad inkubiert. Die Hybridisierungddsung wurde erneut ausgetauscht und die
Embryonen fiir mindestens 6 h bei 60°C prahybridisiert. Nach dem Abnehmen des Uberstands
und Zugabe der RNA-Sonde (Endkonzentration 1 pg/ml) in 500 gl Hybridisierungslésung
wurde Uber Nacht unter |eichtem Schiitteln bei 60°C hybridisiert.

3.5.3.4 Waschen

Um unspezifisch gebundene, einzelstrangig vorliegende Sonden-RNA zu entfernen, wurden
die Embryonen unter stringenten Bedingungen gewaschen und mit 10 pg/ml RNase A und 10
U/ml RNase T1 verdaut. Die Sonden-RNA konnte bei -20°C gelagert und mehrfach verwendet
werden.

Puffer Temperatur (°C) Dauer (min) | Anzahl
1. Hvbridisierunaspuffe | 60 10 1x
2. 2x SSC 60 20 3x
3. 2 X SSC mit RNasen |37 30 2X
4, 2x SSC RT 10 1x
5. 0.2 x SSC 60 30 2X
6. MAB RT 15 2X

3.5.3.5 Antikor per-Inkubation

Die Hybride aus digoxigeninmarkierter Sonden-RNA und endogener mRNA konnten mit
einem Digoxigenin-spezifischen Antikdrper, an den akalische Phosphatase gekoppelt war,
nachgewiesen werden. Zur Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurden die Embryonen
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vor Zugabe des Detektions-Antikorpers in 2% Boehringer Mannheim Blockierungs-Reagenz
und 20% hitzeinaktiviertem Pferdeserum (Biochrom KG, Berlin) inkubiert.

Puffer Temperatur (°C) Dauer (min) [ Anzahl
1. MAB + 2% BMB RT 60 1x—
2. MAB + 2% BMB RT 60 1x—
3. MAB + 2% BMB RT 240 1x—
4. MAB (Waschen) RT 30 2X—
5. MAB (Waschen) 4 iber Nacht 1x—

= horizontale Wippe

3.5.3.6 Farbentwicklung

Alkalische Phosphatase setzt die Substrate NBT/BCIP zu einem dunkelvioletten Farbstoff um.
Die Farbereaktion wurde im Dunkeln durchgefihrt, bis der gewiinschte Kontrast einer hohen
Signalintensitét bei schwacher Hintergrundféarbung erreicht wurde.

Puffer Temperatur (°C) Dauer (min) | Anzahl
1. MAB RT 60 1x
2. APB RT 5 2X
3. APB + NBT/BCIP RT 5min-24h 1x

3.5.3.7 Abstoppen der Farbung und Auswertung

Nach dem Erreichen der gewilinschten Farbintensitét wurde die Férbereaktion durch Spilen
mit dH,O abgestoppt. Durch Inkubation in Methanol konnte die Hintergrundférbung unter
optischer Kontrolle reduziert werden. Anschliefend wurden die Embryonen in ener
absteigenden Methanolreihe rehydriert und in 1 x MEMFA fixiert. In 1 x MEM-Puffer
konnten sie bel 4°C gelagert werden.

L 6suna Temperatur (°C) Dauer (min) | Anzahl
1. dH.O RT 1 1x
2. Methanol 100% RT 1-5 1x
3. Methanol 75% RT 1 1x
4. M ethanol 50% RT 1 1x
5. M ethanol 25% RT 1 1x
6. dH.O RT 1 1x
7. MEMEA RT Uber Nacht 1x

Um die Farbung im Inneren eines Embryo sichtbar zu machen, konnte er in einer 2:1
Mischung von Benzylbenzoat und Benzylakohol inkubiert und zlgig fotografiert werden.

Mit einem Stereomikroskop (Stemi SV 6, Zeiss) mit Kameraaufsatz wurden die Ergebnisse auf
Ektachrome 64T Kunstlichtdiafilmen (Kodak) dokumentiert.
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PTw (1x): 1 x PBS, 0.1% Tween-20

Hybridierungs-Ldsung: 50% Formamid (deionisiert), 5 x SSC, 1 mg/ml Torula-RNA, 10
pg/ml Heparin, 1 x Denhardt’s, 0.1% Tween-20, 0.1% CHAPS, 10 mM EDTA, RNase freies
dH,O

RNasen: 20 pg/ml RNase A, 10 U/ml RNase T1

MAB (5 x): 500 mM Maleinsdure, 750 mM NaCl, pH 7.5

BMB (10%): 1 x MAB mit 10% (w/v) BMB (Boehringer Mannheim Blocking Reagent, Nr.
1096 176) wurde zum L &sen erhitzt, autoklaviert und in Aliquots eingefroren.

Alkaline Phosphatase Buffer (APB): 100 mM Tris-HCI (pH 9.5), 50 mM MgCl,, 100 mM
NaCl, 0.1% Tween-20

Farbeldsung NBT/BCIP: Pro ml APB wurden 1.75 pl NBT (Boehringer, 100 mg/ml in 70%
Dimethylformamid) und 3.5 pl BCIP (Boehringer, 50 mg/ml in 100% Dimethylformamid)
eingesetzt.

3.6 Mikroinjektion von Xenopus-Embryonen

Proteine wurden im Xenopus Embryo Uberexprimiert, indem synthetische Cap mRNA in
einzelne Blastomere von Xenopus Embryonen des 2- bis 32-Zell-Stadiums injiziert wurden.
Die mRNA-L6sung wurde in eine mit einem Nadelziehgerdt (Leitz und Narishige)
ausgezogene Glaskapillare (GC100F-16, Clark Electromedical Instruments, Reading,
England) geflllt, die Nadel in eine luftdruckregulierte Mikromanipulationsapparatur
(Mikroinjektor 5242, Eppendorf) eingespannt und die Spitze mit einer Uhrmacherpinzette
unter Beobachtung abgebrochen. Um zu gewéhrleisten, dass die Spitze der Nadel fein genug
war, wurde der Injektionsdruck moglichst hoch (1.500-2.000 hPa) gehalten. Durch Variation
der Injektionszeit (meist 0.1-0.3 s) wurde das zu injizierende Volumen auf 4-10 nl
ndherungsweise eingestellt, indem der Tropfendurchmesser (d) anhand einer Skala bestimmt
wurde (d=0.2 mm » 4.2 nl, d=0.25 mm » 8.2 nl, d=0.3 mm » 14.1 nl). Vor der Injektion
wurden die Embryonen in Injektionspuffer inkubiert und auf Objekttréger aufgebracht, die mit
Homogenaten aus unbefruchten Xenopus-Eiern beschichtet waren. Nach 2 h Inkubation in
Plastikkulturschalen (Greiner) wurden die Embryonen in Post-1njektionspuffer umgepuffert,
der nach ca. 1 h gegen 0.1 x MBSH ausgetauscht werden konnte. Bel 1angeren Kulturzeiten
wurde dem Puffer Penicillin/Streptomycin zugefugt. Zur Fixierung wurden die Embryonen bei
RT 1hin1x MEMFA inkubiert und anschliefiend in 1 x MEM bei 4°C gelagert.

Die fotografische Dokumentation von phanotypischen Effekten der Injektion auf die
Embryonalentwicklung erfolgte mit Hilfe eines Stereomikroskops (Stemi SV 6, Zeiss) mit
Kameraaufsatz (Zeiss) und Kunstlichtdiafilmen (Ektachrome 64T, Kodak).

I njektionspuffer: 1% Ficoll, 1 x MBSH
Post-I njektionspuffer: 0.5% Ficoll, 0.1 x MBSH
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3.7 Praparation und Kultivierung von animalen Gewebeexplantaten (" animal
caps')

Fur die Analyse von manipulierten animalen Kappen wurde synthethische mRNA in den
animalen Pol beider Blastomere von Embryonen im 2-Zell-Stadium injiziert. Nach dem
Erreichen des Blastula-Stadiums (8-9.5) wurden die injizierten Embryonen sowie nicht-
manipulierte Kontrollembryonen in 0.5 x MBSH-Puffer Gberfiihrt und mit Hilfe von
Uhrmacherpinzetten von der Vitellinmembran befreit. Aus dem am animalen Pol befindlichen
Dach des Blastocoels wurde mit Hilfe eines "Gastromaster”-Mikrodissektionsgeréts (X enotek
Engineering) ein Explantat mit einem Durchmesser von ca. 400 pm herausgeschnitten und die
animalen Kappen vorsichtig in Plastik-Kulturschalen mit einer Beschichtung aus 1% Agarose
in 0.5 x MBSH mit Penicillin/Streptomycin Uberfuhrt. Bis unbehandelte Kontrollembryonen
das gewtinschte Stadium erreicht hatten, wurden die animalen Kappen auf einer Khlplatte bei
18°C kultiviert.

3.8 Protein-M ethoden

3.8.1Invitro Trandation

Mit dem TNT-gekoppelten Retikulozytenlysat System (Promega) war es mdglich zu
kontrollieren, ob von erstellten Expressionskonstrukten Proteine der erwarteten Grof3e
exprimiert werden konnten. Ausgehend von ener cDNA im  entsprechenden
Expressionsvektor konnte hier das gewiinschte Protein in einem einzigen Ansatz durch
Kopplung von Transkription mit Trandation in vitro synthetisiert werden. Folgende
Komponenten wurden in einem Ansatz moglichst luftblasenfrel zusammenpipettiert: 25
TNT Kaninchen-Retikulozytenlysat, 2 pl  TNT Reaktionspuffer, 1 y 1 mM
Aminosauremischung ohne Methionin, 8 pl *S-Methionin (10 pCi/ul; 1.000 Ci/mmol), 1 pl
RNasin (40 U/ul), 2 pg zirkulare Plasmid-DNA (“Template"), 1 ul SP6, T3 oder T7 RNA-
Polymerase (10 U/ul), RNase-freies dH,O ad 50 .

Durch Pipettieren wurde der Ansatz durchmischt und 120 min bel 30°C im Heizblock
inkubiert. Im Anschluss wurde 1 pl des Ansatzesin 17 pl Protein-Probenpuffer aufgenommen
und 3 min bei 95°C denaturiert. Die Proben wurden abzentrifugiert und in der SDS-PAGE
aufgetrennt (s. 3.8.2).

Protein-Probenpuffer (Sol E; 2 x): 0.2 M DTT, 6% SDS, 0.2 Vol. Sol D, 35% Glycerin,
Bromphenolblau

3.8.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; nach Laemmli, 1970)

Proteine wurden nach dem Molekulargewicht in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Zur
Fokussierung der Proben wurde dem Trenngel ein Sammelgel vorgeschaltet. Das Trenngel
war je nach der Grofe der aufzutrennenden Proteine aus 6-12 % Acrylamid, 0.4 Vol Sol B,
0.1% SDS in dH,O zusammengesetzt. Das Sammelgel enthielt 0.5 Vol Sol A, 0.4 Vol. Sol D,
0.1% SDS und 0.1% Thiodiglykol in dH,O. Zum Giel3en eines Gels der Mal%e 110 x 140 x 0.5
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mm wurden 25 ml Trenngel-Lésung und 5 ml Sammelgel-Lésung angesetzt und zur
Polymerisation je 5 pl/ml 10% APS und 2.5 pl/ml TEMED zugegeben. 1/8 des Gelvolumens
wurde vom Sammelgel eingenommen. Das Gelvolumen eines Mini-Gels (Biometra) betrug 86
X 77 x 1 mm®. Die Auftrennung erfolgte fir ca. 3 h (Minigele: 1 h) bei 35 mA in einer
Gelkammer (Werkstatt des Instituts) mit 1 x Elektrodenpuffer. Zur Autoradiographie wurde
das Gel 1-2 h bel 65°C vakuumgetrocknet und auf einer Phosphoimager-Platte Uber Nacht
exponiert.

Sol A: 30% Acrylamid, 0.8% Bisacrylamid

Sol B: 1.5M Tris-HCI (pH 8.8), 3mM EDTA (filtriert, autoklaviert)

Sol D: 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8), 4 mM EDTA (filtriert, autoklaviert)

10 x Elektrodenpuffer: 30 g Tris-Base, 144 g Glycin, 50 ml 20% SDSindH,Oad 11
10% APS: 1 ¢g/10 ml in dH,O, aliquotiert bei -20°C lagern

3.8.3 Extraktion und Detektion von Proteinen ausinjizierten Embryonen

Zum Nachweis der Expression epitopmarkierter Proteine aus injizierten Embryonen wurden
10 Embryonen in 1.5 ml Eppendorf-Geféf3e Uberfihrt und in 100 W eskatem
Homogenisierungspuffer mit einer automatischen Pipette durch 10maliges Auf-und
Abpipettieren homogenisiert. Die Homogenate wurden fir 15 min bei 13.000 Upm (4°C) in
einer Kuhl-Tischzentrifuge (Heraeus) zentrifugiert. 80 Wl der klaren mittleren Phase wurden
mit 40 Yl 3 x Protein-Probenpuffer vereint, 5-10 min bei 95°C denaturiert und ein Anteil der
Proben in einem SDS-Gel aufgetrennt. Anschlief3end wurden die aufgetrennten Proteine im
Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit entsprechenden Antikdrpern
nachgewiesen.

Homogenisierungspuffer: 40 mM TrissHCl (pH 7.8), 150 mM NaCl, 1% N-P40, 25%
Glycerin, 1.0 mM PMSF, Complete™ Protease-I nhibitoren (Boehringer)

3.8.4 Ko-Immunoprazipitation von Proteinen ausinjizierten Embryonen

Um die Komplexbildung von zwei unterschiedlich epitopmarkierten Proteinen in injizierten
Embryonen nachzuweisen, wurden die Cap-mRNAS beider Proteine zusammen als in beide
Zellen des 2-Z€ll Stadiums injiziert. Nach Kultivierung bis zum Gastrula Stadium wurden 10
Embryonen in 500 pl I1P-Puffer homogenisiert und auf Eis gehaten. Zum Abtrennen des
Dotters wurde 100 Il FREON zugegeben, gut gemischt und bel 13.000 Upm fir 15 min
zentrifugiert. Die waéssrige Phase wurde mit 10 yl Gamma-Bind Sepharose (Amersham
Pharmacia Biotech) versetzt und fir 1 h bel 4 °C rotiert. Die Sepharose wurde pelletiert und
der klare Uberstand mit dem Erstantikorper (1 pl aFLAG-M?2) fiir mindestens 6 h bei 4 °C
rotiert. 20 pl Sephraose wurden zugegeben und erneut fir 1 h rotiert. Das Pellet wurde 3 x mit
500 ul IP-Puffer gewaschen, mit 40 pl 3 x Auftragspuffer versetzt, 10 min bei 100 °C
denaturiert und der gesamte Uberstand in einem SDS-Gel aufgetrennt. AnschlieRend wurden
die aufgetrennten Proteine im Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen und
mit entsprechenden Antikdrpern nachgewiesen.
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|P-Puffer: 40 mM TrissHCI (pH 7.8), 100 mM NaCl, 0.5% N-P40, 1.0 mM PMSF,
Complete™ Protease-Inhibitoren (Boehringer)
FREON: 1,1,2-Trichlorotrifluoroethan (Sigma)

3.8.5Western Blot

Durch Elektrotransfer konnten Proteingemische nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
auf Nitrocellulosemembranen Ubertragen und die immobilisierten Proteine mit Hilfe
spezifischer Antikorper detektiert werden. Zum Elektrotransfer wurde ein "Fastblot"-Gerét
(Semidry-Verfahren) der Firma Biometra (Gottingen) verwendet. Auf 3 Lagen befeuchtetes
Filterpapier (Whatman) wurde eine Nitrocellulosemembran (0.45 um, BA85; Schleicher &
Schuell) gebettet, darauf das Gel plaziert und mit 3 Lagen in Elektrotransferpuffer getrénktem
Filterpapier luftblasenfrei bedeckt. Dieser "Sandwich" wurde zwischen die angefeuchteten
Flachenel ektroden des Elektroblotgeréts plaziert. Der Transfer erfolgte bei 0.85 mA pro cm?
Gelfléache Uber einen Zeitraum von 3 h. Der Erfolg des Proteintransfers konnte anhand des
"Caeidoscope" Proteinstandards (Biorad) verfolgt werden, dessen farbige Banden auf die
Nitrozellulosemembran Ubertragen wurden. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
wurde der Blot in 1 x PBS mit 5% (w/v) Magermilchpulver Uber Nacht bel 4°C auf der Wippe
inkubiert. Nach kurzem Waschen in 1 x PBS- oder TBS-Tween (0.05%) wurde die Membran
in Plastikfolie eingeschweil3t mit 15 ml verdinntem Erstantikorper (anti-FLAG 1 : 20.000,
anti-myc: 1: 2.000) 3 h bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen in 1 x PBST/TBST (1 x kurz,
2 x 5 min, 2 x 15 min, RT) wurde die Membran erneut eingeschweif3 und in 15 ml PBS-
Tween mit 1 : 15.000 verdinntem Zweitantikorper (Ziege-anti-Maus-Antikorper, Peroxidase-
gekoppelt, Biorad) 1 h bei 4°C inkubiert. Uberschiissiger Antikorper wurde durch Waschen
(s.0.) entfernt. Durch Zugabe des "SuperSigna Western Pico Chemiluminiscent Substrate”
(Amersham) wurde die ECL-Reaktion gestartet. Dazu wurden je 1.5 ml "Stable Peroxide"-
Losung und 1.5 ml "Luminol-Enhancer"-Ldsung in einem 15 ml-Falcon Rohrchen gemischt,
der Inhalt auf die Membran gegeben und fir 3 min bel RT inkubiert. Die an den
Zweitantikorper gekoppelte Peroxidase oxidiert das Substrat Luminol zu enem
lumineszierenden Produkt. Zum Nachweis der Chemilumineszenz-Signale wurde die in Folie
eingeschlagene Membran fir 30 sec bis 45 min in einer Filmkassette gegen "Hyperfilm"
(Amersham) exponiert und der Film entwickelt.

3.9 Mikroinjektion in Xenopus Oozyten

3.9.1 Praparation von Oozyten

Die Oozyten wurden durch eine partielle Ovar-Ektomie gewonnen (Terns und Goldfarb,
1998). Zunéchst wurde das Xenopus Weibchen mit 0,15% Tricaine (3-Aminobenzoesaure-
ethylester in Leitungswasser) fur ca. 15 min bei RT narkotisiert und anschlief3end auf Eis
gelegt. Krania eines der Hinterbeine wurde auf einer Seite in die Oberhaut des Abdomens ein
ca. 0,5 cm langer Schnitt gesetzt. Ebenso wurde die darunter liegende Muskelschicht
durchtrennt. Mit Pinzetten wurden einige der Ovarienlobi herausgezogen und mit einer Schere
abgetrennt. AnschliefRend wurden Muskelschicht und Oberhaut mit Katzendarm zugenaht. Der
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Frosch wurde anschlief3end Uber Nacht in 0,6 %-iger NaCl-L6sung gehalten. Innerhalb von 3-
6 Monaten war mit einer Regeneration des Ovars zu rechnen.

3.9.2 Kollagenasebehandlung von Oozyten

Um Oozyten zu vereinzeln und die Follikelzellen zu entfernen, wurde ene
Kollagenasebehandlung durchgefihrt. In einer 1 mg/ml Kollagenase (Type 1A, Sigma)
enthaltenden Pufferlésung wurden die Oozyten 2 h bei Raumtemperatur bei 33 Upm rotiert.
Bei ausreichender Vereinzelung der Ooyten wurde die Behandlung vorzeitig abgebrochen. Die
Oozyten wurden 3 x mit 1 x MBSH gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei 18°C

gelagert.

Kollagenase-Puffer: 82.5 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 1 mM MgCl, 5 mM HEPES (pH 7.5), 1
mg/ml Kollagenase

3.9.3 Mikroinjektion von Oozyten und Kern-Zytoplasma-Trennung

Fir die Mikroinjektionen wurden Oozyten der Stadien V und VI genutzt. Sechs verschiedene
Stadien wurden von Dumont (1972) definiert, die sich in der Gréf3e und der @uf3eren Férbung
unterscheiden. Die Oozyten des Stadiums V sind 1000 bis 1200 pm grof3. Die dunkle animale
Hemisphéare und die helle vegetale Hemisphére sind deutlich voneinander abgetrennt. Stadium
VI Oozyten werden bis 1300 um grof3 und besitzen ein weil3es aquatoriales Band. Die
Mikroinjektion erfolgte grundsétzlich wie die von Xenopus Embryonen. Allerdings wurden die
Oozyten submers in 1 x MBSH auf einem Gazenetz mikroinjiziert. Zytoplasmatische
Injektionen erfolgte in die vegetalen Seite, Kerninjektionen in den animalen Pol, unter
welchem sich der Kern befindet. In das Zytoplasma wurden pro Oozyte 30-80 nl Eines TNT-
Ansatzesinjiziert, wahrend in den Kern etwa 20 nl injiziert wurden. Der Kern wurde durch die
Injektion vom Retikulozytenlysat dauerhaft rot geférbt, so dass erfolgreiche Mikroinjektion
bei der spateren Trennung von Zytoplasma und Kern optisch kontrolliert werden konnte. Fr
jeden Zeitpunkt wurden 10 Oozyten aufgearbeitet, wobei die Kerne manuell mit
Uhrmacherpinzetten vom Zytoplasma getrennt wurden. Die Inkubation der Oozyten erfolgte
bei 18°C.

3.9.4 Immunopr&zipitation:

Dieinjizierten Proteine wurden Uber ihr Myc-Epitop (MT) mit dem Myc-Antikorper (9E10) in
einer Immunoprazipitation nachgewiesen. Fur die Préparation von Immunopellets wurden 15
ul Gammabind Sepharose (Pharmacia) pro Pellet 3 x mit NET-2 Puffer gewaschen und mit 10
- Myc-Antikorperlésung pro Pellet 2 h bel RT in NET-2 Puffer rotiert. Die Pellets wurden
erneut 3 x mit NET-2 gewaschen und konnten bei 4°C gelagert werden. Kerne und
Zytoplasmen wurden in 500 pl NET-2 mit einer blauen Pipettenspitze homogenisiert und 15
min bei 13.000 Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf ein Immunopellet
gegeben und 1 h bei 4°C rotiert. Nach der Inkubation wurde das Pellet 3 x mit NET-2
gewaschen und mit 40 pl 3 x SDS-Auftragspuffer versetzt. Die Proben wurden 10 min bei
100°C denaturiert und in einem SDS-Gel aufgetrennt.

NET-2: 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.05% NP-40
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4, Experimente und Ergebnisse

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren die vollstdndige DNA-Sequenz des schnurri-Gens
(shn) von Drosophila melanogaster sowie aus eigenen Vorarbeiten im Rahmen der Diplomarbeit
Abschnitte von drei shn-verwandten cDNAs (Xshnl, -2, -3) aus Xenopus laevis bekannt (s.
Einleitung und Ddrr, 1997) Zu allen drei isolierten Xenopus cDNAs bzw. den abgeleteten
Peptidsequenzen konnten sequenzverwandte Sauger-Proteine in Datenbanken gefunden werden.

Um die Funktion shn-verwandter Gene wahrend der Embryonaentwicklung von Vertebraten
untersuchen zu konnen, wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die vollsténdige cDNA
Sequenz eines der shn-verwandten Gene (Xshn3) sowie zusétzliche cDNA Sequenzen der zwei
weiteren shn-verwandten Gene (Xshnl, Xshn2) aus Xenopus Datenbanken isoliert. Die von den
cDNAs abgeleteten Proteinsequenzen wurden mit verdffentlichten Sequenzen aus Saugern
verglichen und eine Zuordnung versucht.

Anschlief?end wurde das raumliche und zeitliche Expressionsmuster der Gene in der frihen
Embryogenese detdliert untersucht. Weitere funktionelle Analysen wurden mit dem Protein
Xshn3 durchgefihrt. Die subzelluldre Lokalisation einzelner Fragmente von Xshn3 wurde mithilfe
des Xenopus Oozyten Systems anaysert, und in einer Deletionsanalyse wurde die in vivo
K ooperation von Xshn3 mit Mitgliedern der Smad Familie von intrazelluldren Signal Ubertrégern
des TGFb Signalweges in Xenopus Embryonen untersucht. Zur funktionellen Anayse der
Xenopus Shn Proteine wahrend der friihen Musterbildungsprozesse im Xenopus Embryo wurden
Zinkfinger-Fusionsproteine und X shn3-Proteinfragmente in Xenopus Embryonen tberexprimiert
und ihre Wirkung auf friihe Entwicklungsprozesse untersucht. Aus beobachteten Stérungen der
Embryonalentwicklung oder Verdnderungen der Expression von Markergenen der frihen
Musterbildung sollten so Rickschlisse auf die eigentliche Funktion der Schnurri-Proteine
gezogen werden.

4.1. Isolierung und Charakterisierung schnurri-verwandter cDNAs aus Xenopus
laevis

Im Rahmen der Diplomarbeit ,lIsolierung und Charakteriserung von zum Drosophila
melanogaster Zinkfinger Protein Schnurri homologen Sequenzen aus dem Krallenfrosch
Xenopus laevis' (Durr, 1997) wurden partielle cDNA Sequenzen von 2.7 - 4.7 kb Lange von drei
verschiedenen shn-verwandten Genen aus Xenopus cDNA Banken isoliert und in Ansdtzen
charakterisiert. Es wurde nun zunéchst versucht, die cDNA Segquenz mindestens eines der Gene zu
vervollstandigen, um eine funktionelle Analyse anschlief3en zu kénnen. Unter Zuhilfenahme der
bekannten Xenopus cDNA Sequenzen und verwandten Sequenzen aus Ratte, Maus und Mensch
wurde versucht, Uberlappende cDNA Sequenzen aus Phagenbibliotheken und durch RT-PCR
cDNA Sequenzen aus préparierter embryonaler Gesamt-RNA zu isolieren.
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4.1.1 Isolierung und Charakterisierung von Xshnl Primarsequenz

In der vorangegangenen Arbeit war das 3" Ende von Xshnl aus einer Xenopus cDNA Bank
isoliert worden. Die isolierte cDNA enhidt 1.9 kb (von insgesamt etwa 7-8 kb) offenen
Leserahmens und die vollstéandige 3" untrandlatierte Region von 0.6 kb eines zu shn verwandten
Proteins. Weitere cDNA-Banken wurden wie in der vorangegangen Arbeit mit enem
degenerierten Primerpaar durchgemustert, das von der Region der carboxyterminalen
Doppelzinkfinger Doméne des Drosophila Shn Proteins abgeleitet war. Postive Fraktionen
wurden mit spezifischen Primerpaaren aus den drei Xenopus Schnurri cDNAS untersucht, um die
Fraktionen den einzelnen Xshn Subtypen zuordnen zu kénnen. Mit Hilfe des Primerpaares
Xshnl-5U/Xshnl-7L konnte aus der Phagenfraktion 2.12 einer artifizielen Chorda dorsalis
Bibliothek (Hollemann et al., 1998) ein Phage angereichert werden, aus dem nach zwe
Anreicherungsrunden der 5° Bereich der enthaltenen partiellen cDNA von Xshn3 durch PCR mit
den Primern pBK-CMV-F/Xshnl-7L amplifiziert und direkt sequenziert wurde. Die cDNA
Fraktion enthielt 321 bp oder 107 AS zusétzlicher Sequenzinformation aus Xshnl (Vgl Abb. 4.1).
Damit konnten insgesamt ca. 30% des offenen L eserahmens identifiziert werden.

Die partielle cDNA-Sequenz und die davon abgel eitete Aminosauresequenz von Xshnl sind im
Anhang dargestellt, wobel der im Rahmen dieser Arbeit isolierte Sequenzbereich markiert ist.

HIV-EP3
ATG Stop
e ——————— (/)
Lutr 7218bp ORF  UTR
XShnl 1000 bp
03kb
RT-PCR Xshnl
(pBK-Cl\WV-F?Xshnl-?L) ok SOP 0.6 kb

PBK-CMV_Xshn1(334) UTR

Abb. 4.1: Schema der isolierten cDNA Fragmente von Xshnl. Oben dargestellt ist die Struktur
der cDNA des humanen HIV-EP1, dem néchsten zu Xshnl verwandten Protein. Darunter dargestellt
sind die entsprechenden isolierten Xshnl Fragmente. Der offene Leserahmen ist durch einen dicken
Balken gekennzeichnet; vertikale Balken zeigen die Position der Zinkfinger Domanen. UTR,
untranslatierte Region; (A),, Poly-A Sequenz; ATG, Start-Methionin; ORF, offener Leserahmen
(open reading frame).

In der von der partiellen cDNA Sequenz abgeleiteten Peptidsequenz von Xshnl wird die
carboxyterminale Doppelzinkfinger Domane gefolgt von einer Glutamat/Aspartat-reichen sauren
Domane, die eine mogliche Transaktivierungsdoméne darstellt (Ptashne, 1988). Die partielle
Peptidsequenz von Xshnl enthdlt einen signifikanten Antell von 11% Serin-, 7% Threonin- und
11% Prolin-Aminosduren. Prolin verursacht einen Knick in der Sekundéarstruktur eines Proteins
und kann zu einer besseren Exposition benachbarter Aminosdure-Seitenketten fur modifizierende
Enzyme fuhren (Stryer, 1996). 28 Wechsel von Serin und Prolin und der hohe Anteil von Ser-,
Thr- und Tyr-Aminosauren lief3 eine mogliche posttrandationae Modifizierung durch
Phosphorylierungen vermuten. Tatsachlich enth8lt das partielle Protein eine signifikante Zahl
putativer Phosphorylierungsstellen fir verschiedene Proteinkinasen. 10 % aller Aminosduren
stellen mogliche Ziele von Serin-, Threonin- oder Thyrosinkinasen dar (nach Datenbanken des
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"Expert Protein Analysis System” (ExPASy) des "Swiss Ingtitute of Bioinformatics' (SIB)
(www.expasy.org)). Viele der putativen Phosphorylierungsstellen sind gleichzeitig mdgliche
Zielsequenzen verschiedener Kinasen. Folgende Kinasen besitzen eine signifikante Zahl von
Zielsequenzen innerhalb des partiellen Proteins Xshn2: CaMI1 (12x), CKI (Kaseinkinasel, 24x),
CKIl (Kaseinkinasell, 19x), GSK3 (Glykogensynthasekinase3, 13x), PKA (CAMP-abhéngige
ProteinkinaseA, 18x) und PKC (ProteinkinaseC, 17x). Die isolierte cDNA-Sequenz und die
davon abgeleitete Peptidsequenz sind im Anhang dargestellt. In Abb. 4.2 ist die partiele
Aminosduresequenz von Xshnl dargestellt.

VIHDDSSAKDRGKSPTPPLAGSSHTKSPEEYKEQLYACKI TVKAEHPEELVEPFSSYTRVPVNLCVSGGLEVTETKKVQT 80
FPTLHTSTNVSWCYLNYVKPNHAQQTDRRASVYGSWCISLYNPNLPD I STRAALSLLRSKQKTSTEIYTTADTTHSDTD 160
LVPSRVLKPKMTEAHLPPRVQKEAPNVEKEEDKRGKQEDTGPTVRRSEPARIRIFEGGYKSNEEYVYVRGRGRGKYVCEE 240
DNA-Bindung C,H,
CGIRCKKPSMLKKHIRTHTDLRPYVCKHCNFAFKTKGNLTKHMKSKAHSKKCQELGLLPPSLAELDAEEGT SDERWQDSD 320

Glu/Asp-reich
VWEEHQFSDFEDSDDDDEDSDEEDDEEEDEEESQEEKL PDPSL TVRDSPNEPTQDPETAGSSPAYQFSPNPFPTVEPPEK 400

DTWGKSFDLPVSRDTLSCKRWSPGKEASGCSRPGPSRRHLLQKRES SPKCFSTTGCPSPRRGMSPCQRLASTKEVSPLRC 480

1 SPRHLSPHRDLSPRTYMSPERGASPPVRH I SPSREL TGLQCT TLRPGLASPPCYASPGRDEQQLSKSETQTHIKVQQGF 560

FSSMALPHQTETACNKQKLGPSN I PVMSRPLCSQLTPHYPARSAENLFTHLPLHSQHLQRTPYPMIP 1GG I QMVQARPSP 640

HPALLGHSFFEPQPADPEAVPFEQQHQEETDEQNRT SRKKEEKDRVMPL I STAPLVSPSSTYCQTASTPPQPDMSQADTD 720

PCHGEHVGEG 730
Abb. 4.2: Partielle Peptidsequenz von Xshnl. Die Sequenz deckt etwa das carboxyterminale Drittel
des Gesamtproteins ab. Eine konservierte Zinkfinger DNA-Bindungsdomane ist grau hinterlegt. Die
an der Komplexierung von Zinkionen beteiligten Cysteine und Histidine sind durch Fettdruck

hervorgehoben. Eine Glu/Asp-reiche putative Transaktivierungsdomane ist unterstrichen. Putative
Phosphorylierungsstellen fir Serin-, Threonin oder Tyrosinkinasen sind rot hervorgehoben.

4.1.2 Isolierung und Charakterisierung von Xshn2 Primar sequenz

Von der cDNA von Xshn2 waren aus der vorangegangen Arbeit 3.9 kb aus dem 3" Bereich des
offenen Lesrahmens (von insgesamt etwa 7-8 kb) und eine vollstandige 3 UTR von 0.8 kb
bekannt. Das spezifische Primerpaar Xshn2-2U/Xshn2-1L diente zur ldentifizierung welterer
Xshn2-enthaltener Phagenfraktionen aus der Xenopus emryonalen Kopf cDNA Bibliothek. Aus
der Fraktion 3.15 konnte ein weiterer Phage angereichert werden, dessen Insertionsfragment eine
zusétzliche cDNA Sequenzinformation von 1.2 kb nach 5° Uber die bekannte Sequenz hinaus
enthidt (Vgl. Abb. 4.3). Ein Durchmusterung sdmtlicher embryonaler Kopf cDNA Bank-
Fraktionen mit verschiedenen Xshn2-spezifischen Primerpaaren aus dem 5-Bereich der
bekannten Xshn2 cDNA Sequenz ergab, dass 13 weitere Fraktionen cDNAs mit moglicherweise
zusdtzlicher Sequenzinformation enthielten. Die partielle cDNA-Sequenz und die davon
abgeleitete Aminosauresequenz von Xshn2 sind im Anhang dargestellt, wobel der im Rahmen
dieser Arbeit isolierte Sequenzbereich markiert ist. Die abgel eitete partielle Aminosauresequenz
von Xshn2 deckt mit 1697 Aminosauren etwa 70% des offenen L eserahmens des Gesamtproteins
ab.
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HIV-EP2
ATG Stop
(A
UTR 7338 bp ORF UTR
X<hn? unvollst. sequenziert 1000 bp
P - —
pBK-CMV_Xshn2(3.15) 3.9kb Stop 08Kb
pBK-CMV_Xshn2(3.19) UTR

Abb. 4.3: Schema der isolierten cDNA Fragmente von Xshn2. Oben dargestellt ist die Struktur
der cDNA des humanen HIV-EPZ2, darunter die entsprechenden isolierten Xshn2 Fragmente. Der
offene Leserahmen ist durch einen dicken Balken gekennzeichnet; vertikale Balken zeigen die
Position der Zinkfinger Doméanen. UTR, untranslatierte Region; (A),, Poly-A Sequenz; ATG, Start-
Methionin; Stop, Stop-Kodon; ORF, offener L eserahmen (open reading frame).

Die partidlle Peptidsequenz von Xshn2 enthdt in ihrer aminoterminalen Region Serin-reiche
Regionen und ein putatives Kernlokalisationssignal (NLS). Die carboxyterminae
Doppelzinkfinger Doméne wird gefolgt von einer Glu/Asp-reichen sauren Doméane. Weiterhin
enthdlt Xshn2 carboxytermina der sauren Domane eine signifikante Zahl tandemartig
angeordneter putativer Phosphorylierungsstellen mit dem Konsensus RXXSPXK/R. Dieser
Konsensus ist mogliche Ziesequenz der Proteinkinasen Camll, PKA und PKC (nach
Datenbanken des "Expert Protein Analysis System” (ExPASy) des "Swiss Inditute of
Bioinformatics' (SIB, www.expasy.org). Ebenso stellt die in der genannten Sequenz enthaltene
Sequenz S/ITPXK/R eine Phosphorylierungsstelle fiir die Proteinkinase p34°“® dar. Insgesamt
enthdlt auch die partielle Xshn2 Peptidsequenz einen signifikanten Antell von 15% Serin
Aminosauren. Weiterhin besteht die Sequenz zu 7% aus Threonin und zu 7.5% aus Prolin. Auch
fur dieses Protein lassen sich posttranslationale Phosphorylierungen vermuten. Es kommen 52
Wechsel von Serin und Prolin innerhalb des partiellen Proteins vor. Eine Analyse mit Hilfe von
Datenbanken ergab, dass 11% aller Aminosauren moglicherweise durch Serin-, Threonin- und
Tyrosin-Kinasen phosphoryliert werden konnen. In Abb. 4.4 sind diese Aminosauren rot
hervorgehoben. Signifikante Zahlen putativer Phosphorylierungsstellen fanden sich fir folgende
Kinasen: CaMIl (32x), CKI (Kaseinkinasel, 85x), CKIlI (Kaseinkinasell, 43x), GSK3
(Glykogensynthasekinase3, 62x), PKA (cAMP-abhangige ProteinkinaseA, 37x) und PKC
(ProteinkinaseC, 34x).

SVGDEED IPMGSSLGSPMLSDLD IKLQE IARAGLVVSGQEYPYSGSQELFD 1 AARFHHQPGSP I SLLDESSSVTDRDKNA 80
EVVSKKPPGNV ISVIQHTNSLSRPNSFERSESTELLACQQDKPSSPSEACDSGNTMSS I SPEWTQSGD I SDASARPSPSQ 160
QSQQTAYHMPPRLVRQHNITVPE IRVTEEPDKPEKEPE I PVKEPEKTPEEFQWPQRSETLSQLPAEKLPPKKKRLRLADM 240

Ser-reich
DNSSGESSFDSTGTSLSRSPSQESNLSHSSSFSMSFDREE ILKVATFTKQDE I TKQTEFLTVPPGSYSLSVPGQPHHKEM 320

RRSSSEQIPCPSLTE IPEIRSKSFDYGNLTHASASGAT LSPNRERKKCFLVRQASFSGFPENTQTEQETAGNQEPSE 400
QAHTCRRSSQILWHNSSSSLSCSISVLSEDTANIP IGTSAQPTTSTSSHYSQSVGTHDPLLHKTPYVPKRHLQEQQNTFI 480

HPDKTVYPPVHNAFQLPYTSVCMAQLP IHHPFMWPTCADPLQRHFEHHLQQLQKTYFKQPSQSD IHSYYLDPTQDLTGSK 560
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SVSYMHGGEKSYHAYLETSAQRSKNTVSKLQRDHSGGSSDSTDQSLQIVSVSQSTGSLONLPGAVVPVRIHTHVPSYGSV 640
MYTSISQITHAQTSNPP IVICKVDGNTSQRTLATNASMKGLGFS IAQMLGPCGS 1EHP IWKVPPAFDLDTAIPLCLASNS 720
DSVATFGAGKRMLSPASSLELFMETKQQKRVKEERMYGQ I VKELSAVELTNSD IKKDLTRT SKPQLVRQGRTTEQKDNLP 800
SIGSSPPLLSSDSPQSILLDVAESKSSDSPEGRMSSDEL Y IEETASNMSLSPQGTPSEFFEENPLKSQKKSVSILGLSIA 880
DGAT IGPLKDGSELHN ILQFPSLRTLTTVSWCFLNYAKPSHVEQT TLKSSVYASWC I SSCNPNPTGLNTKTSLALLRSKQ 960

RNAVEVYT I AAMNRFGAGKLTSSNVWKQQFAQMKPEPSLLVS SKLEKKAAGNSKERTKGESHGEKD I SAKQTEPMRIKIF 1040

DNA-Bindung C,H,
EGGFKSNEDYVYVRGRGRGKY ICEECGIRCKKPSMLKKHIRTHTDVRPYVCKLCNFAFKTKGNL TKHMKSKAHMKKCLEL 1120

Glu/Asp-reich
GVAMT SVDDAEAEESGNTEDTQKESDKS SPAIDHQFSDAEESDVDDGDDNDDEDDDDEDFDDQGD I TPKTRSRSTSPQPP 1200

RFSTLPVTATSASQRASPEAS I GHSSLMSYLSTMPS 1Q 1 THLMSKSAMCGDSQMMEYQRLFLQDMEHERGKMDVPVGMDE 1280

putative Phosphorylierungsstellen
DFMLTSEPSSSPKDLSSYSRHSSPGYDSSPCRDNSPKRYLSLRGDMSPRRHLSPRRDASPMRHL SPRKEAAIRRELSPRR 1360

putative Phosphorylierungsstellen
DVSPRRHLSPLRPMSPGKDLSSGRDISPRRERKYMATFRALSPRRRLHNTY IHNTSLPMSHYLHSDSGFLGHGRQNWPPY 1440

PYTSHHPETVPGQQSPGQALETHRDY I FSHLPLHSQQQVRAPLPMIPIGGIQMIHSNSTIQSSSHSSTATQLHLKSSDEK 1520
RSMSSESCPS I PLHLDKHSSNVSLKDSSSESDSTLLPSLGQSPTDESSQHNEREQEEN IRTCTKAITACLRIATEEGLPQK 1600
RELLSCPEPNQKTECAQLSIRHFSGLEAGTALSSVSTTYVELYGDNDSLGTSQSTTAHSKFYSKTMDMKKLGYHGRKDEP 1680

PSVQEVKDTAESSKPH 1696

Abb. 4.4: Partielle Peptidsequenz von Xshn2. Die Sequenz deckt etwa die carboxyterminalen 70%
des Gesamtproteins ab. Die konservierte Zinkfinger DNA-Bindungsdoméne ist grau hinterlegt. Die
an der Komplexierung von Zinkionen beteiligten Cysteine und Histidine sind durch Fettdruck
hervorgehoben. Eine Glu/Asp-reiche putative Transaktivierungsdomane ist fett unterstrichen. Eine
Serin-reiche Region ist einfach unterstrichen. Putative Phosphorylierungsstellen fir Serin-, Threonin
oder Tyrosinkinasen sind rot hervorgehoben. Tandemartig angeordnete  putative
Phosphorylierungsstellen sind grau hinterlegt und unterstrichen.

4.1.3 Isolierung und Charakterisierung von Xshn3 Primér sequenz

Die cDNA von Xshn3 konnte vollstandig kloniert werden. Bei Beginn der Arbeit waren 2.1 kb aus
dem 3" Ende des offen Leserahmens oder 27% der Peptidsequenz und eine vollsténdige 3" UTR
von 0.6 kb bekannt (pBK-CMV _Xshn3(5.20)). Aus den zur Verfiigung stehenden cDNA Banken
konnten zundchst keine Uberlappenden Phagenklone isoliert werden, die zusdtzliche
Sequenzinformation enthielten. Das zu Xshn3 sequenzhomologe humane Protein HIV-EP1
(Maekawa et al., 1989, Fan und Maniatis, 1990) diente als Grundlage zur Positionierung
degenerierter Primer, mit denen nach 5  Uberlappende cDNA Sequenzen durch RT-PCR
amplifiziert werden konnten (vgl Abb. 4.5). Die RT-PCR wurde auf gesamt-RNA der Xenopus
Embryonal stadien NF 34-38 a's Matritze durchgefuhrt. RT-PCR-Produkte von erwarteter Lange
wurden in das Plasmid pGEM-T kloniert und vollstandig sequenziert. Zunéchst wurde als 5
Primer der degenierte Primer shn-11d und als 3" Primer der spezifische Primer Xshn3-2L benutzt,
um ein Fragment von 1.5 kb Lange zu amplifizieren (0GEM-T_Xshn3(11d/Xshn3-2L). In der
zweiten RT-PCR wurde als 5° Primer der degenierte Primer shn-6d und als 3° Primer der
spezifische Primer Xshn3-11L benutzt, um ein Fragment von 1.7 kb Lange zu amplifizieren
(PGEMT _Xshn3(6d/Xshn3-11L)). Mit einem spezifischen Primerpaar ausdem 5 Bereich der
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neuen Sequenzinformation konnten aus éiner Xenopus embryonalen Kopf cDNA Bank zwe
weitere cDNAs angereichert, isoliert und die enthatenden Plasmide exzisert werden (pBK-
CMV_Xshn3(3.12) und pBK-CMV _Xshn3(3.25)), die zusammen den gesamten 5" Bereich von
Xshn3 inklusive 5" UTR abdeckten. Nach vollstandiger Sequenzierung der cONAs wurde der
offene Leserahmen von Xshn3 aus vier der Uberlappenden cDNAS zu einem Gesamtkonsrukt in
den Vektoren pCS2+MT und pCS2+FLAG vereinigt (vgl. Kap. 2.3).

Xshn3
shrvod shn-11d
ATG > > Stop
= = (A
TR X311l Xsng2L 7734bp ORF UTR
- |
1 pBK-CMV_Xshn3(3.12) 3555
02kh 1000 bp
952  pBK-CMV_Xshn3(3.25) 7

3&34 pGemT_Xshn3 s
(6diXshn3-111) —
4649 6135 0.6 kb

pGemT Xshn3 e (),
(11d/Xshn3-2L) 5893  pBK-CMV_Xshn3(5.20) 8581 bp

Abb. 4.5: Schema der isolierten partiellen Xshn3 cDNA-Sequenzen aus Phagenbibliotheken und
RT-PCR Reaktionen, aus denen eine Gesamtlangen Xshn3 cDNA-Sequenz abgeleitet wurde
(Kap. 3.1.6). Der dicke Balken zeigt den offenen Leserahmen von Xshn3 mit Position der fur die
Zinkfinger kodierenden Sequenzbereiche (vertikale Striche), flankiert von den untranlatierten
Regionen (UTR) und der poly(A) Sequenz (A),, ATG, Start-Methionin; ORF, offener L eserahmen
(open reading frame). Im offenen Leserahmen sind Name und Position der Primer angegeben, die
fur die Isolierung der RT-PCR Fragmente eingesetzt wurden. Fir die Teilsequenzen ist die Art ihrer
Isolierung (Phagenbank-Fraktion oder RT-PCR) sowie in Basenpaaren Beginn und Ende der
Sequenz in Bezug auf die Gesamtlangen-cDNA angegeben.

Die vollstéandige cODNA Sequenz und die davon abgeleitete Peptidsequenz von Xshn3 sind im
Anhang dargestellt. Die darin dargestellte Sequenz wurde von Nukleotid 1-3937 aus cDNA-Bank
Sequenz, von Nukleotid 3938-5892 aus RT-PCR-Sequenz und von Nukleotid 5893-8581 aus
cDNA-Bank Sequenz zusammengestellt. Die kodierende Region von Xshn3 wird im 5” Bereich
und im 3 -Bereich von nicht trand atierten Bereichen flankiert. Das erste mogliche Startkodon liegt
bei Nukleotidposition 245 der cDNA. Dieser Bereich, mit einem Startkodon innerhalb der
Sequenz 5'- ACC AGC AGG AGG AGG ATCATG CCT C -3, entspricht nicht der von Kozak
(1991) ermittelten Konsensus-Startsequenz 5°- A/G-X-X-A-U-G-G -3". Andere Startkodone
werden jedoch in alen drei Leserahmen von Stopsequenzen gefolgt. Zudem entspricht die von der
dargestellten Startsequenz abgel eitete Peptidsequenz der von den homologen Proteinen aus Maus
und Mensch (vgl. Abb. 4.12). Dem offenen Leserahmen folgt eine 3" -untrand atierte Region von
0.6 kb und eine poly(A) Sequenz. Hier befinden sich mehrere AU-reiche Sequenzmotive, jedoch
kein Polyadenylierungssignal der Sequenz AAUAAA. Der offene Leserahmen von Xshn3 kodiert
fur ein Protein von 2578 Aminosauren Lange, das zwei Doppelzinkfinger Domanen des C,H,
Typs und einen Zinkfinger des C,HC Typs enthdt. Carboxyterminal der zweten
Doppelzinkfinger Doméane ist ein stark saurer Abschnitt zu finden. Im Protein befinden sich
basische, Lys/Arg-reiche Sequenzen, die mogliche Kernlokalisationssignale (NLS) darstellen.
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Weiterhin befindet sich im mittleren Bereich ein Serin-reicher Abschnitt, der Zielsequenz von
Proteinkinasen sein konnte. Weiterhin kommt ein zum Drosophila Schnurri Protein verwandter
Sequenzabschnitt vor, der eine mogliche Dimerisierungsdoméne darstellen konnte. Auch Xshn3
enthdt einen signifikanten Anteil von 15% Serin Aminosauren. Weiterhin besteht die Sequenz zu
6% aus Threonin und zu 7% aus Prolin. Auch hier lassen sich posttrandationae
Phosphorylierungen vermuten. Es kommen 48x Wechsel von Serin und Prolin Seitenketten vor.
Ein Antell von 10% aler Aminosduren konnte moglicherweise durch Serin-, Threonin- und
Tyrosin-Kinasen phosphoryliert werden. Signifikante Zahlen putativer Phosphorylierungsstellen
fanden sich fir folgende Kinasen: CaMlIl (25x), CKI (Kaseinkinasel, 129x), CKII
(Kaseinkinasell, 54x), GSK3 (Glykogensynthasekinase3, 82x), PKA (cAMP-abhangige
ProteinkinaseA, 41x) und PKC (ProteinkinaseC, 39x). In Abb. 4.6 ist die vollstandige
Aminosduresequenz von Xshn3 dargestellt, wobel die putativen Phosphorylierungsstellen rot
hervorgehoben sind.

putatives NLS
MPRTKQ IHPKNLRDK I EEAQKKLKSPEEPQAE I VEAGSRACLEVVKGVKRKK IVTENHLKK IPKSPLRNAGKGKQKPEIE 80

AFPSSSCDPLVFGGCKDKQCLLDQLRKQD IKESKAGEL TVKSLKPGTSMQAKKLSVPPDLCNGRREDKDMD IKQTLSRQON 160
ISSSLNNTKSAN I SLENMNKPCSTANSAFDVLLRAMEPELSNLNQSWPPCGTQTEKQGHKVAPETTASNSSVSQSEFSSR 240

YVYYHQGDQSSQISQS IKGSTNVQDRLG I EHEKCNSDTGLQNMHSSCFSSSLEPTKQVYHVALNPS IADPSSSLTQVLSL 320
DNA-Bindung C,H,
QGNSSSPTNSSKLSVNSPYSLAQVASL I SGEQMCN I'VLKDQKLKKQGKY ICEYCSRACAKPSVLLKHIRSHTGERPYPCVY 400
DNA-Bindung C,H,
TCGFSFKTKSNLYKHKKSHAHA I KLGLGLRTDSSGALLSHDSEKALCIHSDVDESGESDDEY I SEERQEDQNVPESQCIK 480

RPDDSEMVPQKESK ILSNSQVLVSKNNSLQGNGVEARL TELPKVVVYPVSTSPLRADSPRVLESASEHFVAQIPELHTQK 560

KNPHVLSVCSLSEMEQSCDKNCELAE I DDKQQ INNATSHAQLQRQQATDY SQEQPKCLLSPRSLGSTDSGYFSRSESVDQ 640
putative

AMSPPTPFLKLQPSSEKDFSKNLSSVTQINATVTPLVQQIYVEKPT I I TGAMRPPLVTKTLEER I SKL 1 SDNEAVVDDKQ 720

Dimerisierungsdoméane

LDSVKPRRTSLSRRGS IDSPKSY I FKDSFQFDLKPVGRRTSSSSD I PKSPFTPTDKSKQVFFLSVPSQFTSMDCLPITRS 800

NSMPTTGYSEVPPVMPASHPLRGSHSFDEK I GSLCDDVFVSGPS TPQQVAHPRTLVRQAAVEDSSATEHFGLGPARSMDE 880
NYPGSKVSSEVLLPRSKSFVQGSSVDRI KKAHSRGTMFECETCRNRYRKI?EZ:\;'FCENHKKFYCSELHGPKSKTVCREPEQRT 960
TMNISQPQIFHYRVAASTGALEQPLQ IRKRRKMKSVGDDDEPQQSDSNTAPENMEVLKNLKSTKNSSTITILGSQSCSVS 1040
TVSPQIHFVSRNTDASSE IKLSTLEKNKN 1VSQERVEVKCQGTG ISV IQHTNSLSKPNSFEK IDSVERNSPVPLQEPQKS 1120
LPLS INAAVGSHEDKIACTPQNSPTRS IDIPRSEVHDSNRGVSTEKTVLVTQSRLVRQYNIQVPEILVTEEPDKDPE IQA 1200

putatives NLS Serin-reich
NDQETHEKFSWPQRSGSLSNLPTEKLPPKKKR IRLADL EHSSAESSFDST I SRSLSRESSL SRASSFSASFDKEEPFKSD 1280

SVTKTDGMTKSSEFLT IPTSLNTFGVSREMRRSArEQINCTQPSMEV IEYRSKSFDCGSMSRSRSMSPTNSVTSKFQSSM 1360
LSSANVPLLERRRGPLVKQISLNIGQESPVSTVKPKNLQTEKG I LSQMHATEPSLNAELLCAPLTQHSLCSSSLNSSHKF 1440
LLNQDFISCVQSSTEGEEKEKNVLSKEKAPFYAPKYQLKFQKTRESKLSASKHS IRTTADNIYEVHSSVST ISDIKGAVS 1520
NICTLQQTESSSGKSFGKILNTKTVVVPVHNYSNSSYCGYFELLPE ILVTQDQGHKITSEANSVSVPNPKDCI IMAKCPD 1600
EPSGPLTVARKICTYKSSVQESTRS IVPVSGLLTQQETSASSKRMLSPANSLD I AMEKHQKRVKDESGAAFNSNIQINLN 1680
1KIGESVKQRKPMLVRQLCTTDPGESLDQEPSPVPDNNRKLNSCLD IQLSGLNCAGKSHN I FDKSEEVVEAEKNKLLESS 1760
CSAVSLPENSTVNTQTGALNFLYTSQERKSPLATKTVHIQGQVKLGAAI SVVNAGDMHRLSFPSLKTSTSFTWCYLLKRK 1840

PMHLPQNDQK I SAYASWS 1SYNNPNPMRLPTKVALSLLNSKQKSEKFTFTLVQTSHPKHDILVYSSKWKYSTKKSPESQS 1920
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DNA-Bindung C,H,
NHLQSLDPSTEQDLESFPNKNEPRRVK IFDGGYKSNEEYVY IRGRGRGKY ICEECGIRCKKPSMLKKHIRTHTDVRPYHC 2000
DNA-Bindung C,H, Glu/Asp-reich
TYCNFSFKTKGNLTKHMKSKAHSKKCLDMGGPVDDQDTDDSGERQRY TGERTGFDADDSDGGDDDDNEDEDEDSQAESGL 2080

SATPSVTASPQHYPFRNSQQAASNTDEDPQLQHCFSQSNSMDSLPKAL ITRMTAMTTST ICRPESHEERSKVNLPRETTS 2160
PPSAASSPKSLCHQMSVDYPEAEAESLGATKSVHVPSV INL I PKEKLSMNMPSSPVDRSTQTMDSYTDATDS YVHQHKST 2240
KSTQQPSSTEPPHTHLFSHLPLHSQQPARSPYSMIPVGG IQLVPAGLAAYSTFMPFQAAPVQLT IPAMGV IHRTSSAVGD 2320
KTAEVPNTPNP IGVAEVNGVVPCIP 1GQ INMAGLSAPSLQPLNVETLSILGLSNTNVAPQIHPSGLTLNAVGLQYLTTSP 2400
QSNPSPQTHIPGLQILNIALPTLIPSISPITVESQGVSDQSSSCSPAAGKGSAAFTVADTKNMKQTESLQGSSGVQDCHK 2480
ILRDLSVTEEKPLGGCLTADKGPQSKQCSN I SSSKVKISSSADLYVKANSDSANKPPYSHTFSLLRHQRRTEMISRQSTV 2560

QVCDSSSDDDEDRLVIAT 2578

Abb. 4.6: Vollstéandige Peptidsequenz von Xshn3. Die konservierten Zinkfinger DNA-
Bindungsdomanen des C,H, Typs sind grau hinterlegt. Eine Zinkfinger Domane des C,HC Typsist
ebenfalls grau hinterlegt. Die an der Komplexierung von Zinkionen beteiligten Cysteine und
Higtidine sind  durch  Fettdruck  hervorgehoben. Eine  Glu/Asp-reiche  putative
Transaktivierungsdomane ist fett unterstrichen. Eine Serin-reiche Region ist einfach unterstrichen,
ebenso zwel putative Kernlokalisationssignale (NLS). Putative Phosphorylierungsstellen fir Serin-,
Threonin oder Tyrosinkinasen sind rot hervorgehoben. Eine Serin-reiche Region ist unterstrichen.
Ebenso ist eine putative Dimerisierungsdomane unterstrichen (vgl. Kap. 4.1.9).

4.1.4 Vergleich der Xenopus Schnurri Aminosaur esequenzen mit denen
verwandter Proteine aus Saugern

Die von den cDNA-Sequenzen abgel eiteten Aminosduresequenzen wurden mit in Datenbanken
gespeicherten Peptidsequenzen verglichen (National Center for Biotechnology Information;
www.nchi.nim.nih.gov/BLAST/), um ihre Verwandschaft zu bekannten Proteinen zu ermitteln. Die
drei aus Xenopusisolierten Schnurri-verwandten cDNA Sequenzen konnten als Verwandte der
Sauger-Proteine HIV-EPL, -2 und -3 identifiziert werden (Nomenklatur nach Hicar et al., 2001).

Eine Zusammenstellung der verdffentlichten und eigenen Sequenzen Schnurri-verwandter Proteine
ist in Tabellen 4.1 bis 4.3 aufgefihrt. Mit den angegebenen Proteinen wurden direkte
Sequenzvergleiche durchgefiihrt, um Information tUber konservierte Proteindomanen zu erhalten
und den Grad der Konservierung der Proteine quantifizieren zu kénnen.



4. Ergebnisse

Tab. 4.1: HIV-EP1

Name Lénge EMBL ,accesion number" | Referenz
hs HIV-EPL PRDII-BF1 | 2717 AS NM 002114/ X51435 Maekawaet al., 1989,
M32019 Fan und Maniatis, 1990
MBPL (partiell) Baldwin et al., 1990
mm aACRYBP1 2688 AS L 36825/NM 007772 Nakamuraet al., 1990
X Xshn3 2578 AS - diese Arbeit
HIV-EP1 human immunodeficiency virus type I-enhancer binding protein 1
PRDII-BF1 interferone beta positive regulatory domain |1-binding factor 1
MBP1 major histocompatibility complex binding proteinl
aACRYBP1 alphaA - crystallin enhancer binding protein 1
Xshn3 Xenopus Schnurri 3

Tab. 4.2: HIV-EP2

Name L ange EMBL , accesion number” | Referenz
hs mbp2 2461 AS X65644 van't Veeret al., 1992
HIV-EP2 (partiell) M60119 Nomuraet al., 1991
mm MIBP1 2437 AS NM_010437 Dorflinger et al., 1999
mMBP2 NP_034567 Dorflinger et al., 1999
ATBP2 ?
m MIBP1 2437 AS D37951 Makino et al., 1994
AGIKBPL1 (partidll) M65251 Ron et al., 1991
ATBP1 X54249 Mitchelmoreet al.,
1991
x Xshn2 (partiell) ? - diese Arbeit
mbp2 major histocompatibility complex binding protein2
HIV-EP2 human immunodeficiency virus type 1-enhancer binding protein 2
MIBPL/ -2 c-myc intron binding protein 1/ -2
mMBP2 mouse major histocompatibility complex binding protein2
ATBPL1/-2 angiotensinogen enhancer binding protein 1/ -2
AGIKBP1 rat angiotensinogen gene-inducible enhancer-binding protein 1
Xshn2 Xenopus Schnurri 2

Tab. 4.3: HIV-EP3

Name L ange EMBL , accesion number* | Referenz
hs HIV-EP3 2406 AS NM _024503 Hicar et al., 2001
mm mKRC 2348 AS L46815 Wu et al., 1996
Xl Xshnl (partiell) ? - diese Arbeit
HIV-EP3 human immunodeficiency virus type 1-enhancer binding protein 3
mKRC mouse DNA binding protein Rc for the kappa B motif of transcription
and for the V(D)J recombination signal sequences
Xshnl Xenopus Schnurri 1

63

Tabellen 4.1 — 4.3: Zusammenstellung der unabhangig voneinander beschriebenen Schnurri-
verwandten cDNA Sequenzen aus Vertebraten. Angegeben sind Proteinlange (AS), "EMBL
accession number” und Referenz der Erstveréffentlichung. Die in der vorangegangenen Arbeit
(Ddrr, 1997) und dieser Arbeit emittelten Xenopus Sequenzen wurden den Gruppen zugeordnet.
Die "accession number" der Sequenzen, die fir Sequenzvergleiche in dieser Arbeit benutzt wurden,
sind durch Fettdruck hervorgehoben.
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4.1.4.1 Vergleich der Xshnl Aminosauresequenz mit denen ver wandter
Proteine aus Saugern

Waéhrend der vorausgegangenen Arbeit konnte als Xshnl-verwandtes Protein durch
Datenbankanalyse das murine mKRC (Wu et al., 1996) identifiziert werden. Ein Aminosaure-
Sequenzvergleich hatte aul3erhalb der carboxyterminalen Doppelzinkfinger-Doméne der beiden
Proteine eine sehr geringe Sequenzidentitét der Proteine ergeben (Durr, 1997). Es war daher
unsicher, ob die beiden Proteine als Homol oge anzusehen waren, oder ob sie zwei verschiedene
Mitglieder einer vielleicht gréf3eren Gruppe von Schnurri-verwandten Proteinen darstellten. Im
Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde von Hicar et al. (2001) ein humanes Protein beschrieben,
das zum murinen MKRC 80% Sequenzdentitét besitzt. Im Carboxyterminus, der mit der partiellen
Xshnl Sequenz tberlappt, besitzen die Proteine 78% Identitdt zueinander und zum bekannten
Bereich des Xenopus Xshnl Protein 48% bzw. 49% Sequenzidentitét. Das murine und das
humane Protein stellen daher sicher Homologe dar, wahrend das Xenopus Protein sich deutlich
von ihnen unterscheidet. Vergleicht man dagegen nur die carboxyterminale Doppelzinkfinger
Doméne der genannten drel Proteine mit denen aler bekannten welteren Schnurri-verwandten
Proteine, so lasst sich das Xenopus Protein eindeutig den Proteinen HIV-EP3 und mKRC
zuordnen (s. Abb. 4.1.8). Abb. 4.7 zeigt einen schematischen Vergleich der Peptide HIV-EP3 und
Xshnl.

o, (DE

J31LAS
39% \

|
2406 AS

Xl Xshnl (partiell)

CH, GHC °o%
hsHIV-EP3 ( | | 1

Abb. 4.7: Schematische Darstellung der aus der Xenopus laevis Xshnl cDNA Sequenz
abgeleiteten Proteinsequenz und der am nachsten verwandten humanen Proteinsequenz. Lange
Querbalken stellen die Primédrsequenz der Proteine dar, deren Lange in Aminosduren (AS)
angezeigt ist. Schwarze Balken zeigen die Position von Zinkfinger DNA Bindungsdoméanen (C,H,),
z.T. gefolgt von Glu/Asp-reicher Region (D/E). Ein leerer Kasten bezeichnet eine
Zinkfingerdomane des C,HC Typs. Fir die duch Striche verbundenen Abschnitte der jewells
homologen Proteine ist die Sequenzéhnlichkeit in Bezug auf ihre Aminosaure-ldentitéten in Prozent
dargestellt. Die Sequenzidentitaten wurden fur folgende Regionen berechnet: ZF4/5 = GRG-ELG,
vgl. Abb. 4.2.

Bel einem direkten Aminosaure-Sequenzvergleich von Xshnl mit seinen humanen homologen
Proteinen (Abb. 4.8) wird der hohe Grad der Sequenzidentitédt in der Zinkfinger DNA-
Bindungsdomane und angrenzenden Regionen deutlich. Im aminotermina hierzu gelegenen
Bereich weicht die Xshnl Sequenz deutlich von denen der Sdugerproteine ab. Im
Carboxyterminus findet sich nur ein kurzer konservierter Sequenzbereich, der auch in den beiden
anderen Schnurri-Proteinen zu finden ist (vgl. Abb. 4.12.) Von der genannten Region abgesehen,
divergieren dagegen die Carboxytermini aller drei dagestellten Proteine deutlich voneinander.

xI M. HDDSSAKDRGKS. PTPPLAGSSHTKSPEEYKEQLYACKI TVKAEHPEELVE. . . . . . .. 53
hs El PPLPHPALS- QQAPGSEAL- EYP(P. . S&KP-RRAT. ... ... .. PLS- - K- DSK- QPDLPSLAPPS
mm SHSTLS. .. .. - GTAPGSEAL- EYACP. . SSKA-RRALP. . ....... PVS- - K- DPK- QTDLPPLAPPS
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x| . . PFSSYTRVPVNLCVSGAE.EVTETKKVQTFPTL HTSTNVSWEYLNYVKPNHAQQTDRRASVYGSWD! SL 121
hs SL-L-ETSSRAK. ....SQ G DS --LQ-S--T--=-=----- <= 1-HA--S--AG----
mm  SL-L-DISPK-AK ....LQGDS--LQ-S--T-c-=--c--- oo l-HA--S - AG----
YNPNLPDI STRAAL SLLRSKQKTSTEI YTTADTTHSDTDLLVPSRVLKPKMIEAHLP. . . . PRVGKEAPN 187
------ OV--Ke---=-=-=--\-K-T-- M TAP- PEAGR - - - SSR - R- - - \- - - SLVS- EG - DLAR
------ OV--Ke-=-=-=-=--V-K-T-- M TAP- PEAGR - - - NSR - R- - - V- - - SWS- ES- - DPAR

carboxyterminale
VEKEEDKRGK(EDTGPTVRRSEPAR R FEGGYKSNEEYVYVRGRGRAKYVCEECA RCKKPSMLKKHI R 257
----- ER -EP-EDA-ASQ G - - == Ke == == m o e e e e e
----- QKA EGT-TSK-G - - VK- - = - - oo e oo oo

Zinkfinger (C,H,)

THTDLRPYVCKHCNFAFKTKGNL TKHMKSKAHSKKOQEL GLLPPSLAELDAEEGTSD. . . . . . ERWDSD 321
A Hoommme e T-V....-E--E------- DLF----GREG E
cecoWpoccooox - - - - - - T-V....-E-E------ DLH - - - GQEGAE
Glu/Asp-reiche Region
WEEHQFSDFEDSDDDDEDSDEEDDEEEDEEESCEE. . .. ... ... ... .. KLPDPSLTV. . ... RDSPN 371
A------- L----S S - L--DE - DEE-. . - (D LSRPSSEAPPPGPPHA- RAD- SPI LGPQPPDAPA
Acmmmm--- L----SS.-L--DEE---E----- D- LSGPCSEAAPPCLPPT- GEN- SPVEGPQAPD. . S
EPTCDPETAGSSPAYQFSPNP. . .. ... ... FPTVEPPEKDTWEKSFDLPVSROTLSCKR. WEPGKEASG 430

SG EATRGSSV- E- ERLTASSCSMBS(BMPG_- WG APLGSVE- DTGSAL- YKPV-PR-P---S---G
TSDEVPEGSS! - E- THLTASSCSTPSRGTQAL- RLALAPL. . . E- DVBSAP- PKAT- PR-P---S---G

CSRPGPSRRHLLQKRESSP. KCFSTTGOPSPRRAVBPORLASTKEVSPLRA SPR HLSPH. . . . .. RD 492
.---PLARK- S T- ND- - - QR SPARE. PQASAPSP- ALHVDPGRGMG- - P- G - - LQ - - LTLCPLG E
.- --SVTRK- & T- ND- - - QQ SPARE. AQASVTST- GPQMPGRDLG HL- G -- PE--RLTPYPIG E

LSPRTYNSP. . ERGASPPVRH SPSREL TGLQCTTLRPGLASPPCYASPGRDEQQLSKSETQTH KVQQG 560
- A- - AHVLSKL- GTTDPG.PRY- - T- RVBPG AES, P- RS- P- GKW LA- PGSPSAGEHGPAL Q.. APRV
APA .. ... Q.- RATDTGTPRY- - T- RABLG AES. P- QTVL- GKW LA- PCSPSADKSE.G.GP. VPRA
FFSSVALPH . . . QTETAC. . . . . NKQKLGPSNI PWBRPLCS. . . . . . . QL TPHYPARSAENLFTHLPL 614

LFPPAP- - - KLLSRSPETCASPWXKAESRS- - CS- GPAH- - S- RPFSALHDFHG | L- - TE-- 1 - S- - - -
LLQPVP- - - TLLSRSPETCTSAWRKTESRS- - AG GP. . . - FPRPFSAPHDFHG LPS- SE--L-S-- - -

zwischen HIV-EP1, -2 und
-3 konservierte Domane

HSQHLQRTPYPM Pl G QWQARPSPHPALL. . . ... oo GHSFFEPQPADPE 659
----- T-AGL-------------GA - T- - PGPTAAVW/SG-SGEGSDL TGAREAGERGRBPTESSSA

o L-SAGCLcmememamees GAQ TV- PGPCAAW/SGFSARGSDL TGAREAGER: RWBPTESPSA

AP. .. .... Fo..  EQQHGEETDEQNRTSR . ..ottt K 680
S+ SPVAKVSKFTLSS- LEGRDYPK- RE- - GAGPGRPPDWIPHGTGAPAEPTPTHSPCTPPDTLPRPPQCR

S SPVAKVSKFTLSS LEE. . . .. .. E--GREPGRPPDVEPH . .. ..o

KEEKDRVMPL. . .. ....... | STAPLVSPSSTYC. . .. oo QTASTPPGPDVEQ 717
RAAQBVBPR: ESPRAPANPEPSA- P- - DRS- - VG- LAEASARFPARTRNL SGESRTRQDSPKPSGSGEPR
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Abb. 4.8: Sequenzvergleich der zu Xshnl homologen Proteine von Xenopus (x1), Mensch (hs)
und Maus (mm). Die Zinkfinger Doméne (ZF) wurde dunkelgrau hinterlegt. Die an der Zink-
Koordinierung beteiligten Cysteine und Histidine sind druch Fettdruck hervorgehoben. Eine
Glu/Asp-reiche Region ist fett unterstrichen. Eine zwischen HIV-EPL, -2 und -3 konservierte
Domane ist grau hinterlegt. Striche kennzeichnen identische Aminosauren, Punkte stehen fir
eingefligte Zwischenraume. Die Zahlen am rechten Rand bezeichnen die Aminosaureposition im
Xenopus Protein. Xenopus, diese Arbeit; Mensch: Hicar et al., 2001; Maus, Wu et al., 1996.
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Da im Verlauf der vorliegenden Arbeit von anderen Arbeitsgruppen keine Proteinsequenzen
verdffentlicht wurden, die auf eine vierte Unterfamilie von Vertebraten Schnurri Proteinen
hindeuten kénnten, kann trotz deutlicher Sequenzvariabilitét stark vermutet werden, dass Xshnl
zum murinen MKRC und dem humanen HIV-EP3 homolog ist.

4.1.4.2 Vergleich der Xshn2 Aminosaur esequenz mit denen verwandter Proteine
aus Saugern

Wahrend der vorausgegangenen Arbeit waren zu Xshn2 bekannte Proteine aus dem Menschen
und der Ratte beschrieben worden (van't Veer et al., 1991, Makino et al., 1994, Mitchelmore et
al., 1991). Dorflinger et al., (1999) beschrieben im Verlauf der vorliegenden Arbeit das homologe
Protein aus der Maus. Die Saugerproteine besitzen Uber 90% Sequenzidentitét zueinander und
jeweils ca. 60% Sequenzidentitst zum (berlappenden Bereich von Xshn2. Uber die gesamte
Sequenz wechseln sich hoch konservierte Bereiche mit weniger konservierten Bereichen ab. Das
Protein Xshn2 kann als homologes Protein zu den dargestellten Proteine angesehen werden.

Tt DE
x| Xshn2 (partigll
(p ) I'L- 1697 AS
CH, 60% 1(*0% 57%
hs HIV-EP2 ( 1| 1

2446 AS

Abb. 4.9: Schematische Dar stellung der aus den Xenopus laevis Xshn2 cDNA Sequenzen
abgeleiteten Proteinsequenzen und der am nachsten verwandten humanen Proteinsequenz.
Lange Querbalken stellen die Priméarsequenz der Proteine dar, deren Lange in Aminosauren
(AS) angezeigt ist. Schwarze Balken zeigen die Position von Zinkfinger DNA
Bindungsdomanen (C,H,), z.T. gefolgt von Glu/Asp-reicher Region (D/E). Fur die durch
Striche verbundenen Abschnitte der jeweils homologen Proteine sind die Sequenzidintitéten
in Bezug auf ihre Aminosdure-ldentitdten in Prozent dargestellt. Die Sequenzidentitéaten
wurden fUr folgende Regionen berechnet: ZF4/5 = GRG-ELG (vgl. Abb. 4.4).

In den gegenubergestellten Proteinen wird die hoch konservierte carboxyterminade
Doppelzinkfinger Domane von einer Glutamat-/A spartat-reichen Region gefolgt. Weiterhin 18sst
sich ein konserviertes putatives Kernimportsignal (NLS) identifizieren. Esfindet sich auf3erdem
ein serinreicher Bereich, der einen hohen Antell putativer Phosphorylierungsstellen enthdt (Abb.
4.10).

x| SVGDEED PM . GSSLGSP. . . M.SDLDI KLQ . El ARAGLWSGQEYPYSGSQELFDI AARFHHGPGSP 63

hs — ------- T--1CS 1 VST-VA - A-- Y- P- - - M GV- S FAMA- H NLSH HT- R- - . PCRPQL- - - - -

2114 AR — V--1 G GNA- VGV S EY- P- - - . . DGG S FAMIAH SLAH HSNRL- . P- - PQLPSRG:

O T--1C GVGSA-GSM S EY-S---. . DGG S FTMI- H SLPH YSDRL- . L- - PQLPSR -
| SLLDESSSVTDRDKNAEWSKKPPGWI SVI GHTNSL SRPNSFERSESTEL L ACQUDKPSSPSEACDSG 133
SLVSE- - P- Al - S - MBDLAGR: - = == === == mcmmmmm e e Ac-\e-T---AP----T---E
SLGSEDLPLAA- P- - MIDLG - = - = == === == === s mmmmmm e e oo M--P---TP--AT---E

SLGSEDLP- AG P- - MIDLG - == === = === == === mcmomemoaeo- MAVST- - - TP- - - - MG - E



4. Ergebnisse

x|
hs

rn

NTVBSI SPEWTQSEDI SDASARPSPSQREQQTAYHWPPRLVRQHN TVPEI RVTEEPDKPEKEPEI PVKE

| SEAPV- - - - APP- - GAESGEKPS- - - - V- - QB - TQ - - = - - - - - Qe AGS- -
VLEAPV- - - - APP- - GGESGSKPT- - - - VP- HS- - AQ - - - - - - - - Q- AT--
VLEGPV- - - - APP- - GAESGS- - T---- WP- HS- - @Q = - - - - - - - o AT--

Ser-reiche Region
PEGPEEFQWQQSHLSQ.PAEKLPPKKKH.R.AMSSGESSFESI’GF&SFGPSQESMSSSSFS

< - - PVEEFQNPQRS - - - =< === s e e e e - S S
- - - PVEEFQNPQRS - - - = - == == - s mm e LEF------- E----G -----------------
- - - PVEEFQNPQRS: - - - = < == == m - m e me e oo EHE T

VBFDREE! LKVATFTKQDE! TKQTEFLTVPPGSYSLSVPAPH-KEMRRSSSEQ PCPSLTE! PEI RSKS

ce-E--TS LSALP- - - - FGKHS- - = - - - = o e o - - HEQ----C---M--HPA V- Ve -
------- TV-LTAPP- - - - SGKHS- - - <<= === === -« -HH+ Q---=C---M--HP--Voe -
----- D TV- LTAPP- - - - SGKHS- - - = === == === === HH Q=== G- - M- - HP- - Ve oo - - -

FDYG\L THASASGAT L SPNRERKKCFLVRQASFSGFPENTQTE. . QETAGNCEPSEQAHTCRRSSAQ

------ S-PV---AAS V- S omcmaee o SF- S -1 S G VAMDBWK- - Q- H-AQL-- G .
------ S -PVA TSPS L--S -----------SF--S -1 A- G AGVDPSVK- - H H.- AGL- AA .
------ S-PVA-SPS L--S----=------SF--S - A G AGVDPSVK- - Q- - L- AGL- AA .
LWHNSSSSLSCS| SVLSEDTAN Pl GTSAQPTTSTS. SHYSGS. . . . . . . . VGTHDPLLHKTPYVPKRHL

-~ HGPPAV. . . - PP- QQGEDPGKQVAGPCP- LS- GP. L- LAQPQS- MI'SK- - P- - PHL- P- GETI PFS- |
.-....PSV...-PP-PG DPGKQV. GTGG LS GPPL- LTQQQ MHVDSCESLRN - - GP- S- MI'SK- -
.-....TTV...-PP- PG DPGKQNGPOAQL S GPPL- LAQQQ MHVDSCESLRN - - QP- S- MIGK- -

QEQUNTFI HPDKTVYPPVHNA. FQLPYTSVOMVAQLPI HHPFMAPTCADPLQRHFEHHL.. QQLCKTYFKQP

MHVDSQESLRN- - - QP- 1 Q - L-- FQ PT--- VH- - AQQ PW. . ... .. - A - PHPFA-HP-- S G PS
P--PH.- P-Q AVPFS- | Q - L- - FQ PT-- - VH - AQQSPW.. . . . . .. -T- - PHPFGPHP- NS- S- P-
P--PH-P-Q AVPFS- | Q - L--FQ PT--- VH- - AQQ PW. . ... .. - A - PHPFTPHP- NS- S P-

SQBDI HSYY. LDPTQDL TGSKSVSYMHGGEKSYHAYL ETSAQRSKNTVSKL QRDHSGGSSDS. . TDQSLQ
F- TE- - - S P- EHVAEH - K- PAE- A- TK- QT- PG- SGA- @_HP- - LLP- FPS- Q SK- TETP. SE- V- Q
F- A L- - S P- EHVAEH - K- - AD- P- AK- QT- PG SG - @_HS- - LPL- FPS- PGSK- TETP. TE- L- R
F-Acomn-- S EHVAEH- - K- - AD- P- AK- QT- PG SGA- @LHS- - LPP- FPS- PGSK- TEAPPTE- L- R

| VSVSQSTGSLQNLPGAWPVR HTHVPSYGSVMYTSI SQ THAQTSNPPI VI CKVDGNTSQRTLATNAS

EDFA- ANA- - == S - T - - - - (o  LONS A ------ E-MI----V---A
EDFA-ENA-P-- S - - T--- - - - [0 S . LONS Ac------ E-MI----Vo--A
EDFA-ENA-P-- S - - T--- - - - (0 S . LONS A ------ E-MI----V---A

MKGGFSI AQMLGPCGSI EH Pl VKVPPA. . FDLDTAI PLCOLASNSDSVATFGAGKRWL.SPASSLEL FVE

~Ql--N--V--QGHAQ-KY----A- QTLPLG ESS-- - - - P-T-- S - - L-GS - === == o - -
“Q1-LN---V-- QHTA- KY-- - - - - QTLPLG ESS-----P-T--NA-SL-GS = - === ===~
“Ql--N--Vo- QRTA-KY--- - - - QTLPLG ESS- - - =~ P-T-« - A- SLe- s = mmmmm e oo

TKQ](R\/KEERM{CQ VKELSAVELTNSDI KKDLTRTSKPQLVRQGRTTECQKDN LPSI GSSPPLLSSDS

---------------- Erv-vsmmsmmee-2-SPQ-------CAS P--G -Q G5 - FSS-- PS-
---------- K------E—-------------GS—PQ-------OAS—P—-(BFQRS—-FSS-PS—
---------- KewmmemmemacmaeeaaeaaG S PQ-------CAS P-- GSSQ RS - FSS- - PS-
PQ.....oooeinn.. SILLDVAES. ........ KSSDSPEGRVBSDEL Yl EETASNVBLSPQGTP. .
S- DYPSVSPSSREPFPPSKEM SGSRA . . . PLPGQ - GP- ESKES- - - - - D-D- - - - D- - M - - SSSLP
S D....HPSASGPFPPNREl - PGSRAPPRR . .. . -F-GPS- S E--- - - DVD-- S D-- M - - SSALP
S D....HPAASGPFPPNRE! - SGSRAPPRR . .. . -F- PSS E--- - - DD-SD-M--SSSLP

. SEFFEENPLKSCKKSVS! LG LS| ADGATI GP. . . . LKDGSELHN LQFPSLRTLTTVSWCFLNYAK

AGDGQLE- - G . - G+ RP- GVt VRVAS- PSGWADSTLL- T- MADFQQ - - - - - - - - Toeeeme-- T
TQEOQE- - G . - AR LP- SM VHVASGP- GWVANSTLLFT- VADFQQ - - - - - - - - | R T
TQG QED G . - AR LP- SM VHVASGP- GWANSTLLFT- VADFQQ - - - - - - - - Toeeem T

PSHVEQTTLKSSVYASWI SSCNPNPTG.NTKTSLAL L RSKQRNAVEVYTI AAMNRFGAGKL TSSNWKQ
ANY-Q A Fremeae e S---- Toeememn KITAl-<Le--HP-T------ SA---
B @ S---- Toeememe- KITAl--L---HPmemme - S---
B N - S-e--- ) P KITAl-<Le--HP-T------ SA---

203

273

343

411

472

540

607

677

744

813

856

918

988

67



4. Ergebnisse 68

xI FAQWKPEPSLLVSSKLEKKAAGNS. KERTKGESHGEKDI SAKQTEPMRI KI FEGGFKSNEDYVYVRGRG 1058

hs -T----DAFFG---RLV--lL---@&D--D--GS----l--nnm--- Yemmmeeeeeeas

11 I DAPF-FQN--- R L---VL-- - G- -1 --D- LGS === | - === - - - - Yemmmmee e

rn L------ DAPF-FGN---R LG -VL--- @K - --D- LGS - === - === - - - |2

carboxyterminale Zinkfinger Domane (C,H,)
RCGKY! CEECA RCKKPSM_KKHI RTHTDVRPYVCKLCNFAFKTKG\L TKHMKSKAHMKKCLEL GVAMTSV 1128
_________________________________________________________________ S---
_________________________________________________________________ S---
_________________________________________________________________ S---
D/E-reich

DDAEAEESGNTEDTKESEK. . . SSPAI DHQFSDAEESDVDDGEDDNDDEDDDDEDFDDQED TPKTRSRS 1195
--T-T--AE-L--LH AAE- HSM - | ST-- - - - - --- - - E------ DEED------ L--------
--T-T--AE-MELH T-E-HSM Q@ ST-- - - - - === - - GE------- DEDD------ L---nmmn-
-ET-T--AEEM-LH T-EEHSM @ ST----------- CGE------ ED-E-DD------- L--mmmm--
TSPQPPRFSTLPVTATSASQRASPEAS| GHSSLMBYLSTMPS] Q THLMBKSAMOGDSQWEYCRLF. . . 1262
--------- S - - N\VGAVPHG/PSDS- L----- | ---VTL---RV-Q - TP-DS- E- T-- T---- - - 8K
--------- S - - \VGAVAHG/PSDS- L- - - == | - - -VTL--- Q- Q - TP-DS- D- T-- T- - - - - - 8K
--------- S - - N\VGAVAHGVPSDS- L----- | - - -VTL--- Q- Q - TP-DS- E- T-- T----- - 8K

Phosphorylierungs-/DNA-
Bindungsstellen

L QOVEHERGKMDVPVAVDEDFM. TSEPSSSPKDL SSYSRHSSPGYDSSPCRDNSPKRYL SL RGDIVEPRRH 1332
ST-S PDKDRL-1-SG --EG -P-------RF-PS H---ooomomeaaao - I PK--L-----
ST-S- PDKDRL-1-SS---EA--S-------RF-PS YR ------cmmeeae - I PK--L-----
ST-S PDKDRL-1-SS - -EA- - S ------RF-PS YR === == =-mmzemmaanan I PK--L-----
Phosphorylierungs-/DNA-Bindungsstellen
L SPRRDASPMRHL SPRKEAAI FREL SPRRDVSPRRHL SPLRPVEPGKDL SSCRDI SPRRERKYMATFRAL 1402
------ L--------T----L---M.Q----------R-Ve---- | TAR--L------R-T-1--P
------ L------meee--L---M.QGAA-----R-L----- | TAR--L------R-LT-1--P
------ L-------------L---M. QG AP------R-L----- | TTR--L------R--T-1--P
SPRRRLHNTYI HNTSLPIVBHYLHSDSGFLG . HGRQNWPPVPYTSHHPETVPGQEPAAL. . ETHRDYI 1468

c--A....Y--PP-S QQ - QAEPI V- - PPNL- RAL- Q - - F- LYGDQEGAYEHPGSSLFP- GPN- - V
--=-A....YP-PP-S QQ - QIEPI V-- PPNL- RQ - Q - - F- LYGDQEGAYEHHGSSLFP- GPT- - V
<-=-A....Y--PP-P-QQ - QTEPI V- - PPNL- RAL- Q - - F- LYGDQEGAYEHHGSSLFP- GPT- - V

FSH_PLHSQQQVRAPLPM Pl G3 QM HSNSTI QSSSHSSTATQH.KSSDEKRSVBSESCPS| PLHLDK 1538
--------------- ==V Ve - - =< Ve - MPPAL- - L- P- PTLP- PVEGFE- - KGA- G- - FSKD- YV- SK
--------------- | - - V- Ve - - - - V- - LPPAL- G- PPPTLP- PTEG E- - KGAPG AFAKD- Y1 - SR
--------------- | == V- Ve-- - - V- - LPPA - G- PPPTLP- PTEG E- - KGAPG ALTQD- YT- SR

HSSN . . VSLKDSSSESDST. . . LLPSLGSPTDESSCH\EREGEENI RTCTKAI ACLRI ATEEQ.. . . P 1599
QHEKRGPHA- (5~ GPP- TPSSPR: - . . MK- - TSED- LNAT- - - - - - - - Q------ S AALLG
RHEKQAPQV- Q& GLP- SPSSPR: - . . MK- - TSED- LNST- - - - - - - - Q------ Soemnn- AALLGA
RHEKQAPHV- Q6 GLP- SPSSPR: - . . MK- - TSED- LNST- - - - - - - - Q------ S-emnn- AALLGA
QKRELL SCPEPNQKT. ECAQLS| RHFSGLEAGTAL SSVSTTYVELY. GDNDSL GTSQSTTAHSKFYSKT. 1666
DQPARVQ . - - H NPLGS- HV- - - - - - RP-P-Q . PCT- A- HPD- HD- EK- NF- - - - TPL- - - T- - - - SC
DPPTW/Q . - SP- KPL- S HV- - - - - G P-P-Q . PCT- AAHPD- HD- EK- TF- - - - TAV- - PT- - - - SS
DQPTWQ . - SP-KPL-S- H - - - - - - - P-P-Q . LCT- AAHPD- HD- EK- TF- - - - TAV- - PT- - - - GS
MDVKKL GYHGRKDEPPSVQEVKD, TAESSKPH 1697

V-D @ DF- SS-ELSS- TE- S - PSS- K- (L-
V- E- RVDFQSS- ELSL- TE- GNEPSP- KNQL-
V-E-QVDFQSS-ELSL-TE-GNEPSS-KNRL-

Abb. 4.10: Sequenzvergleich der Xshn2-homologen Proteine von Xenopus (xI), Mensch (hs),
Maus (mm) und Ratte (rn). Die Zinkfingerdomanen (ZF) wurden dunkelgrau hinterlegt. Die an
der Zink-Koordinierung beteiligten Cysteine und Histidine der CH, Zinkfinger sind druch
Fettdruck hervorgehoben. Eine Glu/Asp-reiche Region ist fett unterstrichen. Ein konservierter
Bereich putativer Phosphorylierungs- oder DNA-Bindungsstellen ist ebenfalls grau markiert, wobei
die mdoglicherweise phosphorylierten Serine rot markiert sind. Striche kennzeichnen identische
Aminosauren, Punkte stehen fir eingefligte Zwischenrdume, die Zahlen am rechten Rand
bezeichnen die Aminosaureposition im Xenopus Protein. Xenopus, diese Arbeit; Mensch: Hicar et
al., 2001; Maus, Wu et al., 1996.
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Xshn2 enthdit eine dgnifikante Zahl von tandemartig angeordneten  putativen
Phosphorylierungsstellen mit dem Konsensus RXXSPXK/R. Eine derartige Wiederholung
solcher Elemente kommt in keinem der anderen Xshn Proteine vor, ist aber z.T. innerhalb der
Xshn2-verwandten Proteine konserviert (vgl. Abb. 4.10). Der genannte Konsensus ist mogliche
Zielsequenz der Proteinkinasen CaMIl, PKA und PKC (www.expasy.org). Ebenso bildet diein
der genannten Sequenz enthatene Sequenz S'TPXK/R eine Phosphorylierungsstelle fur die
Proteinkinase p34°°?. Weiterhin wird vermutet, dass die enthaltene Sequenz SPXK an DNA-
Bindung an AT-reichen Sequenzel ementen beteiligt sein konnte (Churchill et al., 1989). Es wurde
vermutet, dass die Sequenz b-Faltblatt Strukturen bildet, Gber die das Protein an die kleine Furche
der DNA binden kann (Suzuki, 1989). Funktionelle Untersuchungen mit der entsprechenden
Proteindoméne von HIV-EP2 sind nicht bekannt.

4.1.4.3 Vergleich der Xshn3 Aminosiur esequenz mit denen verwandter Proteine
aus Saugern

Ein Vergleich der Aminosauresequenz von Xshn3 mit den homologen Sequenzen aus dem
Menschen und der Maus ermoglichte eine eindeutige Zuordnung zu dem humanen Protein HIV -
EP1 (Fan und Maniatis 1990, Baldwin et al., 1990, Maekawa et al., 1991) und dem murinen
Protein aACRYBP1 (Nakamura et al., 1990). Uber die gesamte Lange besitzt das Xenopus
Protein 51% ldentitét zum humanen und 47% |dentitdt zum murinen homologen Protein. Mit
| dentitdten von 95% sind die Doppel zinkfinger Domanen sehr hoch konserviert.

CH, CHC L, /DE
x| Xshn3 1 ) 2578 AS
40% |95 56% #)% 43% K 41% \
hs HIV-EP1 | N )
= 2717 AS

Abb. 4.11: Schematische Darstellung der aus den Xenopus laevis Xshn3 cDNA Sequenzen
abgeleiteten Proteinsequenzen und der am nachsten verwandten humanen Proteinsequenz. Lange
Querbalken stellen die Primédrsequenz der Proteine dar, deren Lange in Aminosduren (AS)
angezeigt ist. Schwarze Balken zeigen die Position von Zinkfinger DNA Bindungsdoméanen (C,H,),
z.T. gefolgt von einer Glu/Asp-reicher Region (D/E). Leere Kasten bezeichnen Zinkfingerdomanen
des C,HC Typs. Fir die duch Striche verbundenen Abschnitte der jeweils homologen Proteineist die
Sequenzédhnlichkeit in Bezug auf ihre Aminosdure-ldentitdten in Prozent dargestellt. Die
Sequenzidentitaten wurden fir folgende Regionen berechnet: aminoterminal C,H, = KKQ-GLG,;
CHC = CET-FYC,; carboxyterminal C,H,= GRG-DMG (vgl. Abb. 4.6).

Gleichzeitig mit dem Vergleich von Xshn3 mit den Sauger-homologen Proteinen HIV-EP1 wurde
auch ein Vergleich von Xshn3 mit den Proteinen HIV-EP2 und HIV-EP3 durchgefuhrt. Durch
den Vergleich mit HIV-EPL und -2 sollten zusétzlich Proteindoménen identifiziert werden, die
zwischen allen drei Vertretern der Vertebraten Schnurri-verwandten Proteinen konserviert sind.
Eine Reihe solcher konservierter Sequenzbereiche konnte identifiziert werden (Abb. 4.12). Die
eigenen Ergebnisse stimmten mit den Sequenzvergleichen von Hicar et al., (2001) weitgehend
Uberein. In Abb. 4.12 sind diese konservierten Aminoséuren as grau hinterlegte Bereiche
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dargestellt. Bei den konservierten Abschnitten handelt es sich um die Zinkfinger Domanen, um
Serin-reiche  Bereiche, eine  Glutamat-/Aspartat-reiche  Region, zwe  mdgliche
Kernlokalisationssignale, die Konsensussequenzen des SV40-Typs enthaten (KK/RXK/R;
Kaderon et al., 1884) und konservierte Bereiche, die nicht weiter charakterisiert werden konnten.
Weiterhin ist in Abb. 412 en Sequenzbereich als putative Dimerisierungsdoméne
gekennzeichnet. Es handelt sich hierbei um einen zum Drosophila Schnurri Protein verwandten
Sequenzabschnitt (vgl. Kap. 4.1.9).
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AG LF-- CECP-- - SV--- | ED-- - - DE- LADG - N\PCV. . . KDLQPV- TMKTVSNP- SLPK. . . . LI

SNSQ\/LVSKN\ISLQB\G\/EAR LTELPKVWVYPVSTSPLRADSPRVLESASEHFVAQ . . . . . | P. ELHT 560

PSNSDH- VRG- S—D?PSDSQAP -------- HP- SMP- - KT- CLQ ANPNP- LPSP-. . . . .. SRD-V

zwischen HIV-EP1,
KKNPHVL SVCSL SEMEQSCDKNCEL AEI DDKQQI NNATSHAQL QRQLRATDYSCEQPKCLL. SPRSLGST 629
LSA- MBQEG SR ETN-N- HQ G DMNPLEG - DSHVG V- - - - == == - === - - - - [0 ¢ U
ASI LS SA-- S-- EMD- SCHQ G DVI QSEG PDSHSG AH-- - - - - - - - EDP- - - Qe - Lem oo e

-2 und -3 konserviert

DSGYFSRSESVDQAVBPPTPFLKLQPSSEKDFSKNL. SSVTQ NATVTPLVQQ YVEKPTI | TGAMRPFL 698
------------- TV-- - - - - ARRF- AQ\ TLEGVT. DPLQLLSPRQHP-LCH . R - ALLLP-Q -- - -

---------- A- - - V- - - - - FARTF- TMDP- PA- NGGAPGPR- S- PAPSALAT. . G - SSW--Q - - - -

putative Dimerisierungsdoméne

VTKTLEER! SKLI SD\EAWD](QLIZBVKPRRTSLSRRGSI DSPKSY! FKDSFQFDLKPVGRRTSSSSDI 768
A - m mmm o et e e e m m m e e e e e e e e e e e eedeiea-
o mm s A omnn Ao |_ ---------------------------------------- Y
PKSPI—‘TPTI](SKQ/FFLSVPSQ—‘I’SNDO_PI TRSNSMPTTGYSEVPP. VMPASHPL RGSHSFDEKI GSLC 837
-------- Ero-volo---- et Ac AN =PP-- -2 Q- D - - AFY

-------- ELLAI -AN|-PPPS----Q--D---T-Y
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x|
hs

DDVFVSGPSTP. QQVAHPRTLVRQAAVEDSSATEHFG GPARSMDENYPGSKVSSEVL L PRSKSFVQGESS
-------- NA-VP- SG - - = - == - == | = - = - - Ne SHV- - TGQ L- - SHQ CHAAGEAVBV- - - ALA- - PH
-------- NPSMPPSG H P- - - - - - - - - - T- S SHVP- SGQ V- - SOQ CPS- - - AGPVQ - A A- TPH

Zinkfinger (C,HC)
VDRI KKAHSRGTMFECETCRNRYRKL ENFENHKKFYCSEL HGPKSKTVCREPEQRTTMN SQPQ FHYRV

zwischen HIV-EP1,
-2 und -3 konserviert, NLS
AASTCALEQPLQ RKRRKIVKSVEDDDEPQEDSNTAPENVEVLKNLKS. . . . . .. TKNSSTI Tl LGSQEC
G SIW-TP--mmmaaeaaao - E L--NE- G S KSS- G QFQNALGONPSLP- H- V- - RSDQQHK.
< P- AW -TP----ceammoaa- EEDL- PHE- GRS - SADA-QLQPV. . .. . .. PGAAPSPSKHT- AT.

zwischen HIV-EP1,
-2 und -3 konserviert
SVSTVSPQ HFVSRNTDASSE! KLST. LEKNKNI VSQERVEVKOQGTCI SVI GHTNSLSKPNSFEKI DSV
N QLQNSH- - L- A- GPEQTMVDP- - - - | M QQ SSAA- DKl - LQRH- - - == === c oo D- PEPF
AADQAHRGVQL - A- GPERALPL- QOPM/- QQL- AAA- DKM VKRQ G- === === === - - R ---D PEPL

ERNSPVPLQEPQKSLPLSI NAAVGSHEDKI ACTPQNSPTRSI DI P. . . RSEVHDSNRGVSTEKTVLVTQS
- - AS- - SF- - LNRTGNSGSLKM - | SGEESHPSRDGSHPHQLALSDAL - G LCE- S- KSPS- RH- - CQP-
- &3 TFS- - - LGRTAGWGALKVI - VAPEEGHPPQDA. . MHQTALSH\L- G PRE- A- KI PS- RY- - CQPL

zwischen HIV-EP1, -2 und -3 konservierter Bereich NLS

RLVRQYN QVPEI LVTEEPDKDPE!I QANDQETHEKFSWPQRSGSLSNLPTEKLPPKKKRI RL ADLEHSSA
coflo=fHtecooooszaoax RL-ACH--KS-------- Ei-=fe=cocoommzc- L---BEl----T
-------------------- RL-A-SHEKS--T-----ET--K--------c-u-l---H----T

zwischen HIV-EP1, -2 und -3 konservierte Bereiche

ESSFDSTI SRSLSRESS| SRASSFSASFDKEEPFKSDSVTKTDAMITKSESEFLTI PTSLNTFGYS. . . REM
------- L---------=-Hl------L-| - DVS TEASP- 1 - FLN-. A-- - M - AG - - LN- PGCH- - -
cooofBellecsocomooac HA------L-L-DI' S VELAP- | -FPS- . A---L-- LGS - LS PGSH- - -

zwischen HIV-EP1, -2 und -3 konservierter Bereich

RRSASEQ NCTQPSMEVI EYRSKSFDOGSVSRSRSME. PTNSVTSKFQESM.SSANVPL LERRRGPLVKQ
----------- T----SDL---------| T- PQITP. L- ELQPPSSP- RVGVTGH- - ----------R.
--A—----S-VPTL---SD: --------- | A- - HWPALVE- QP- YS- - AVEGT-H - - - - - - - - - - IR

I SLNI GQESPVSTVKPKNLQTEKG LSQWHAT. . . EPSLNAELLCAPLTQHSLCS. ... ... . ... SSLN
---G APD- HL- P- HPTSFONT. . A- PSYN- VPYQGEPQ TSTS- . - EFSANTLH- QTQVKDLQAET- NSS
---N-ASD- H.- PGSAAA- - - | . . V- PSUNTVPFQAPR- PDIVAS. - DCPA- TVHPQALAKDLQRAEI - - SS

SSHKF. . ....... LLNDFIS. .. ... .. CVQBSTEGEEKEKNVLSKEKAPF. . . YAPKYQLK. . . FQK
- TNV- PVQQLCDI N - - - | HAPPSHQSTQLSL- V- - Q SKPD- - SVL.SGSSKSEDCF- - - - - - HOQV- TS
- TDT- PPQQLFGAH - - KTNT- LSHQNTPLPLPVSAQ GKPDAAPTACVSSTGEGSF- - - - - - QA TS

.. .. TRESKLSASKHS|I RTTADN YEVHSSVSTI SDI KGAVSN CTLQQTES. SSGKSFGKI LNTKTWV
GPSCSSNPVH- LPNQV- SDPVGTDHG- T- ATLPTKL- DSMBNSHPL - PPELR PLGSQVQ- VPSSFM_PI
DQECSA. PLR- SPNQVLPGQ GADPCPA- EAPPAKAADPVAKPCPL - PLEL GLPRDEVLQ QLPSFVLP-

PVHNYSNSSYC. GYFELLPE! LVTQDQEHKI TSEANSVSVPNPKDO! | MAKCPDEPSGPLTVARK. . | C.
RLGS. - VPA- - FATLTS- - Q - - - - - LPNQP! OQT- HSV- - | SEEQNSVPTLQKGHQNA- PNPE- EFL- E
PQKR NVTVD- FTPVTS--Q - - - - - LPNVPI OQT- QBL- - VSEEQNSIMP- SQNYLQNASPTPE- ELA- K

zwischen HIV-EP1, -2 und -3 konserviert
. TYKSSV(ESTRS! . . .. ... VPVSALLTQRET SASSKRM.SPANSL DI AVEKHCKRVKDESGAAFNSNI
NVFSEMS- NSSL- ESLPI TQKI SVGR SP- - - S- == - ccmm oo ee oo A - - N- - VCATDV
TVLPEVG SVPV- ESSPTVCK- SVGR SP- - - Sem oo momccooo oo A --N-- VCST- -

Q . I NLN KI GESVKQRKPM_VRQLCTTDP. . GESLDCE. . . P. . . . SPVPDNNRKLNSCLDI QLSA.NC
RPLEALSSRN AS- - K- - | - - - - V- - - E- LD- VM EKDVFSQ . . . PEl SNEAVN- TNV- PADN- STG
- ALELPSSRAN- SH - K- = V- - - - L- - - E- LE- AA- E- G . . ACSASGRSSNKAAN TQV- PTDSLSSRP

AGKSHN FDKSEEWEAEKNKL LESSCSAVSL PENSTVNTQTGALNFLYTSCERKSP. . . LATKTVH QG
S..KFWI EPI S LQ F- N - SST- LTLT- RSSPAPSE- TH_SP- KCTDNI\- - - - - - GVKNQEK- N-- E
S. . TFAVT- HUN- LQ FKNT- VST- LTPT- GSFPAPSESACVLP- KSI DNN- - KG - GVRHEENK- . - - G

906

976

1039

1108

1175

1245

1312

1381

1437

1484

1549

1615

1677

1736

1803

71
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x| QV. KLGAAI SWNAGDMHRLSFPSLKTSTSFTWEYLLKRKPVH_PQNDGKI SAYASVS! SYNNPNPVRLP 1872
hs - SQRPVTSL- LFN K- TQQ A- - - - - - T-N--o--- RQSL----K--T---TD- TV-AS-- - - LA.-
mm - RPPLVSQL-L- SSS TQQP------- - QALP-A---- T---TGTV-SS - --LA.-

TKVAL SLLNSKQKSEKFTFTLVQTSHPKHD LVYSSKVKYS. . . . . . . TKKSPESQBNHLGBLDPSTEQD 1935
----- A-----NTG SLYOQN - T-S S L-- - - - - - - S LSKRALGNQ - TWEFSNKDASEI NS - -
------------- TG SLYOQA - T- S S LV- - - - - - - NNLSKRAL GNQ ATWEFSNKDDSE! NS- - -

carboxyterminale Zinkfinger (C,H,)
LESFFNKNEPRRVKI FDGGYKSNEEYVYl RGRAREKY! CEECA RCKKPSM_KKHI RTHTDVRPYHCTYC 2005

Glu/Asp-reich
NFSFKTKG\L TKHMKSKAHSKKCLDMSE . . GPVDDQDTDDSGERQRYTGERTG-DADDSDG . GDDDDNE 2070
----------------------- V-L-1SV-LI - E- - - EE- D- K- - FSY- - S- Y- LEE- - - PDE- - NE- -
----------------------- V-L-VSV-LI -E---EE-D- K- - FGC - S- Y- LEE- - - PDE- - ND- -

Glu/Asp-reich

DEDEDSQL\ESG_SATPSVTASPQWPFH\BQQAASNTDEDPQ_QCFS QBNSMDSLPKAL| TRVITAMT 2138
R - \/- - < - < - - < - < - - L-S S L-DPVS----VR TD-- - GVHTDP- - V- - R - - - - - - WS
ED-D---------- Aeememnn- L- S SA.- DPGSVE- ELRVSS- - - GHTDP- - | - - R - L- K- - VLS
TSTI . . C. RPESHEERSKVNLPRETTSPPSAASSPKSL CHQUBVDYPEAEAESLGATKSVH . . . VPSVI 2201
- AGBDYN. - KTLSPGKARGRAA- DENDTI PSVDTSR- P- H - - - - - - - SE. - | LRSSMAGK. ... AVAI T

- V@S. . SPNRTDLPAKARQSTEKDEHEQAPPADTPR- PGH L- - H . SS- SDV- RSPAAG\PAAGS- GAA

zwischen HIV-EP1, -2 und -3
NLI PKEKL SMNVPSSPVDRSTQTMDSYTDATDSY. . VHQHKSTKSTQQPSSTEPPHTHL FSHLPLHSQQP 2269
Q ... SPS VRL- PAAAEH P- - AAGVPSVASPHPDPQEQ QQ TL- PTPALPS- - - - - === === ===~ Q
. QDS- VG- PAVAQ NP- PAAR! SSSVSPHPDSQDCKQQ | LQPPPALPS- - - - - === == oo - - - Q

konserviert
ARSPYSM PVGE QLVPAGLAAYSTFMPFQAAPVQLTI PAMGVI HRTSSAVADKTAEVPNTPN. Pl GVAE 2338
ST--NV----- HV----- TeeeeVele-Genmmees VS V- - - LGTHRNTVT--SG T-. - A- - - -
ST--NV----- HVT--- T Vel --G M ----- VS- - - - - VGIS- - TI T- ASGSP- RPT- - - -

VNGWPA Pl GJ NVAGL. . . SAPSLQ . . PLNVETLSI LA.SNTNVAPQ HPSGLTLNAVGLQYLTTSP 2402
LSS -=------ RWP--Q\L-T- G - SLPS- SM - VN V== A= - M= = Voo Poc Ao oo Vo= AN
LSS --=----- HVP- - Q\L- - PA- - SLTS- GV - VNLV- - A- ATVG - G - P- - A= - - - - - V- ANA-

. QGBNPSPQTH PG_Q LN ALPTLI PSI SPI TVESQGVSDQESSCSPAAGKGSAAFTVADTKNVKQTE 2469
S S A Aol V- QVA- DA- - APEMPA- @ K- CETQPKQTS- ASANQVSR: -
A --SAPA-Q--cmmmmamamnn VG VA- GTT- TPETTAPN- K- MELQ . . . . . MPAGQGHSA-

SLQGSSGVQ . DOHKI LRDLSVTEEKP. . . . LGGOLTADKGPGBKQC. . . . SNl SSSKVKI SSSADLYVK 2529
- P- - LPT- - RENAK- V- NPPAPAGDHARLDG- SK. MDTE- AASANHV. KPKPEL TS| QAQPA- TSQPLL-
PP- - - PEGPQETPQTV. . . SGPSADHARPEDSTK. MDTK- GPSAGHWL. . . PGR- PAQACPAPTPEALQ

ANSDSANKPPVSHTFSLLRH QRRTEM SRQSTVQVCDSSSDDDEDRLVI AT 2578
- H EVFT- - SGQQ L- PD- QUP- P- ALPR - P- - HFS- Ve o= = oo o - - 2717
VAT...... SAPPSLPTDRA AP- PPVPH- - Pl - HFS- V- - =< <= o= o oo - 2688

Abb. 4.12: Sequenzvergleich der Xshn3 homologen Proteine von Xenopus (xI), Mensch (hs) und
Maus (mm). Sequenzbereiche, die zwischen alen Vertretern der Vertebraten-Schnurri-Proteine
konserviert sind, sind grau hinterlegt (nach Hicar et al., 2001). Die Zinkfingerdoméanen sind doppelt
unterstrichen. Die an der Zinkkoordinierung beteiligten Cysteine und Histidine der C,H, und C,HC
Zinkfinger sind druch Fettdruck hervorgehoben. Eine Glu/Asp-reiche Domane (D/E) ist fett
unterstrichen. Zwei putative Kernlokalisationssignale (NLS) sind markiert. Striche kennzeichnen
identische Aminosauren, Punkte stehen fir eingefugte Zwischenrdaume. Die Zahlen am rechten Rand
bezeichnen die Aminosdureposition im Xenopus Protein. Xenopus: diese Arbeit; Mensch: Fan und
Maniatis, 1990; Maus; Nakamura et al., 1990.
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4.1.5 Vergleich der Zinkfinger Doméanen aller bekannten Vertreter der Schnurri
Protein Familie

Mehrere Autoren beobachteten eine sequenzspezifische DNA-Bindung der isolierten Zinkfinger
Doménen der Schnurri-homologen Proteine aus Saugern. Es wurden sequenzspezifische
Bindungen an den IGk Gen Enhancer, an eine V(D)J Rekombinations-Signalsequenz, an
Promotorsegquenzen von Genen der MHC-Klassel und an andere Sequenzel emente beschrieben.
Beide in den Proteinen jewels vorkommenden Doppelzinkfinger Motive sind zueinander
sequenzhomolog und besitzen identische DNA-Bindungseigenschaften (Fan und Maniatis 1990).
Um den Grad der Konservierung der Zinkfinger Doménen zwischen den Xenopus Schnurri
Proteinen und den bekannten Mitgliedern der homol ogen Sauger-Proteine zu untersuchen, wurden
Aminosaure-Sequenzvergleiche dieser Regionen durchgeftihrt (Abb. 4.13).

aminoter minale Zinkfiner Doméne (CH,)

Zinkfinger 1 Linker Zinkfinger 2

dm  PNPACEKSGRYVCQYCNLI CAKPSVLEKH RAHTNERPYPCDTCG AFKTKSNLYKHCRSRSHAARARGL  shn
hs KDQKPK- Q K-1-E---RA------- L----5-G----- Vom e FS-mmmmaen KK- HA-TIKLGLV | HI V- EP1
mm  RDOKPK- Q K- | - E- -~ RA-- - - - - - L----5-G----- Vor o FSmmmmmes KK- HA- TI KLGLV
x| KDQKLK- Q K- | -E---RA------- L----5-G----- VorFS mmmmnnn KK- HA- - | KLGLG
hs  KEHKPK- P-K- 1| - P-- SRA-- - - - - - K----5-G----- [ P--FS---mmnnn-- RK-HA-- | K-GLV ] HI V- EP2
mm  KEHKPK- P- K- | - P- - SRA- - - - - - - K----5-G----- | P--FS---nmnnn-- RK- HA- - | K- GLV
rn  KEHKPK-P-K-1-P--SRA------- K----5-G----- IP--FS----nvnn-- RK- HA- - | K- GLV
hs KERKPQ P-K-1|----SRP------- Q---5-G----- GP--FS--vnmmmnn- RK- HAHRI K- GLA ] HI V- EP3
mm  KERKPQ- P-K- 1 ----SRP------- Q---5-G----- GP--FS--vnmmmnn- RK- HAHRI K- GLA ]
mittlere Zinkfinger Doméne (C,HC)
Zinkfinger 3
dm  VYSCPI CASEFRSADDLKLHNSTYCQDASSSAPM  shn
hs  MFE- E- - RNRY- KLENFEN- KKF- - SELHGPKTK 7 HI V- EP1
mm  MFE- E- - RNRY- KLENFEN- KKF- - SELHGPKTK
x| MFE- ET- RNRY- KLENFEN- KKF- - SELHGPKSK
hs |- E- N-- GARYKKR- NYEA- KKY- - SELQI AKPl J HI V- EP3
mm  N-E- T- - GARYKKR- NYEA- KKY- - SELQ) TKAH ]
car boxyterminale Zinkfiner Domane (CH,)
Zinkfinger 4 Linker Zinkfinger 5
I L1 LU 1
dm  GYESHEDYTYI RGRGRGRYVCSECG RCKKPSM_KKHI RTHTDVRPFTCSHCONFSFKTKGNL TKHMQBKTHFKKCI E - shn
hs GK-NE-V-------- G [ R T LT PP YH TY--ommmeeee oo K--A-S---VD7 H V- EP1
M G K-N---V-Ve-oo-- K-IBER-----------F-- B YRS ------------ K--AS---VD
Xl GSNEV-------- [ R = R LR YH TY--oommeeeea e K--A-S---LD]
hs GK-N--V-Vo-nm-- K- B - e e YV-KLs - Acme e et K--A-M--L- 1 H V-EP2
M G K-N--V-Ve-emos Kol - Ermmmme e e YV-KL- == Armmmmmme e K-- A-M--L-
rmn GK-N--V-Vemnnnn [ I = R e LR YV-KL- == Acmmmem e K-- A-M--L-
Xl GPK-N--- Ve Ve-- - K-IBER-----------F-- B YWAKE --A--- oo K-- A M--L-
hs GK-NEV-V------ KowmErmmmmm e e e e YV-Ke - H Ace e e oo K--A-S---Q 1 H V-EP3
M G K- NE-|-Vemmmmomoae T YV-Ke o H Ao K--AS---Q
Xl GKNEV-V------ K--BeB-----------E--B-- L--YME K --A - K--AS--Q |

Abb. 4.13: Aminosaure-Sequenzvergleich der Zinkfinger Regionen aller bekannten Mitglieder
der Schnurri  Zinkfinger Proteinfamilie. ldentische Aminosduren sind durch Striche
gekennzeichnet. Die an der Komplexierung von Zink-lonen beteiligten Aminosduren sind gelb
hinterlegt.

Die Doppelzinkfinger Domanen zeigen eine hohe Sequenzidentitét. Innerhalb der Untergruppen
HIV-EPL, -2 und -3 ist die Identitdt noch hoher. Die aus Sequenzvergleichen der Gesamtproteine
ermittelten Gruppierungen lassen sich durch Vergleich der Zinkfingerregionen bestétigen. Der
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hohe Konservierungsgrad der Doppelzinkfiner Regionen l&sst eine Bindungsfahigkeit an gleiche
DNA Sequenzelemente vermuten. Der Zinkfinger des C,HC Typsist weniger hoch konserviert
und kommt in der HIV-EP2 Gruppe nicht vor. Eine Funktion dieser Doméane ist nicht bekannt.

4.1.6 Vergleich der Aminosauresequenz von Xshn3 mit dem Drosophila Schnurri
Protein

Das Drosophila Protein Shn interagiert invivo und invitro mit dem Protein Mad Uber einen
Sequenzbereich, der bel AS 1441-1635 lokalisiert wurde (Dai et al., 2000). Weiterhin zeigten
Udagawaet al. (2000), dassim Bereich von AS 567-909 eine Dimerisierungs-Doméne lokalisiert
ist. Eswurde daher untersucht, ob Sequenzel emente aul3erhalb der Zinkfinger Domanen zwischen
Shn und Xshn3 konserviert sind, die auf eine vergleichbare Aktivitdt der Proteine hindeuten
konnten.

Uber die gesamte L dnge der Proteine Shn und Xshn3 findet sich eine |dentitat von nur 18%. Bei
naherer Untersuchung kann auf3er der konservierten Doppel zinkfinger Doménen nur ein einziger
Bereich mit konservierten Aminosauren identifiziert werden. Dieser Bereich umfasst den Bereich
der AS 780-840 des Drosophila Shn Proteins, innerhalb dessen eine Dimerisierungs-Domane
lokalisiert wurde (Abb. 4.14).

CH, CHC CH,
Xshn3 I Ll || J 25788
14% a 18% %yo 18% \%‘/o 17% / 21% /
Schnurri [ ||
— 2527 AS
Dimeriserungs- Mad-Interaktions-
Doméne in Schnurri Doméne in Schnurri

Abb. 4.14: Schematischer Vergleich von Xshn3 und Drosophila Schnurri. Fir konservierte und
weniger konservierte Bereiche sind die Aminosaure-ldentitdten in Bezug auf die Xenopus-
Aminosauresequenz angegeben (zwischen den Sequenzen). C,HC und C,H,: Zinkfinger Doméanen.
Die Position einer Dimerisierungs- und einer Mad-Interaktionsdoméane innerhalb des Schnurri
Proteins sind durch schwarze Balken gekennzeichnet.

Ein Untersuchung weiterer Schnurri-verwandter Proteine der Vertebraten nach Sequenzmotiven,
die dem konservierten Bereich innerhalb der Shn Dimerisierungsdomane ahneln, zeigte, dass hier
ein Motiv liegt, das zwischen Schnurri, der HIV-EP1- und der HIV-EP3 Gruppe konserviert ist.
Ein Sequenzvergleich ist in Abb. 4.15 dargestelIt.

1]81
- T

FNNANSNNAS 780- 840
| DSPK=YI FK 728- 788
| DSPK=YI FK 686- 746
MESPKESSLYR 446- 506

| MENKEI LL
L=DD- QLDS
DD- QLDS
DTSE- DS

dm Shn TFASSSGEKQVNVAKV!
hs H V- EP1 LLLPGQVRPPLATKTL
xI' Xshn3 - 11 TGAMRPPLVTKTL
hs H V- EP3 EDKP- LVPLS- PRTQ |
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Abb. 4.15 (S.74): Aminosaure-Sequenzvergleich eines Bereiches von Drosophila Schnurri,
Xenopus Xshn3 und den humanen HIV-EP1 nd HIV-EP3. Der untersuchte Bereich befindet sich
zwischen der ersten Doppelzinkfinger Doméane und dem CHC Zinkfinger. Aminosduren, die
zwischen allen Sequenzen identisch sind, sind orange unterlegt, konservierte Aminosaureaustausche
sind gelb gekennzeichnet. Die Nummern am Rand kennzeichnen die Position der
Aminosduresequenz innerhalb der Proteine. Als konserviert gelten folgende Aminosaureaustausche:
V-1-L-M; D-E-N-Q; K-R; S-T.

Der zwischen den Vertebraten Proteinen und Drosophila Shn konservierte Sequenzbereich
erstreckt sich tiber etwa 30 Aminoséauren. Der Bereich enthdlt 8 konservierte Austausche und 15
identische Aminoséuren. Der Grad der Konservierung dieses Sequenzbereiches ist damit deutlich
erkennbar.

Es lasst sich zusammenfassen, dass in Vertebraten drei paraloge, zum Drosophila Schnurri
Zinkfinger Transkriptionsfaktor verwandte Proteine, HIV-EPL, -2 und -3, beschrieben wurden. Zu
diesen Proteinen wurden in dieser Arbeit cDNAs der homologen Proteine in Xenopus identifiziert.
Die Vertebraten Proteine &hneln dem Drosophila Protein in ihrem strukturellen Aufbau, lassen
aber ein carboxyterminales Zinkfinger Triplett vermissen. Die drei Vertebraten-Gene sind
vermutlich durch Genduplikation- und Diversifikation im Laufe der Evolution entstanden. Eine
hohe Konservierung in der Primarsequenz der DNA-bindenden Zinkfinger Doméanen |&sst
vermuten, dass die Proteine identische DNA-Bindungsei genschaften besitzen. Eine bis auf einige
Sequenzbereiche hohe Divergenz aulRerhalb der Zinkfinger Doménen lasst dagegen
Spezialiserungen in den Proteinfunktionen vermuten. Eine Aufspaltung der Funktion von
Schnurri Proteinen auf die Vermittlung der Signale verschiedener TGFb Familienmitglieder ist
nicht auszuschlief3en.

Alle Vertebraten-Proteine sind reich an moglichen Phosphorylierungsstellen und kénnten durch
posttrand ationale Modifikationen inihrer Aktivitét reguliert werden.
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4.2  Zeitliche und raumliche Expression von Xshn Transkripten in Xenopus
laevis Embryonen

In der Fruchtfliege Drosophila vermittelt der Transkriptionsfaktor Schnurri das Signal des
extrazelluldren Liganden Dpp. Um als Transkriptionsfaktor im Dpp Signalweg agieren zu kénnen,
muss Schnurri zeitlich und réumlich in den Regionen der Dpp-Aktivitét als Protein zur Verfigung
stehen. Dasselbe gilt fur die transmembranen Dpp-Rezeptoren Thick veins (Tkv), Saxophone
(Sax) und Punt (Put), sowie fir die intrazellularen Vermittler des Dpp-Signals, Mad und Medea
(vgl. Einleitung).

Als Hinweis auf die zeitliche und raumliche Aktivitét eines Proteins gilt allgemein der Nachweis
der Expression seines Genes as mRNA. "Whole mount" in situ Hybridisierungen mit
epitopmarkierter antisense-RNA liefern ein detailliertes Bild Uber das zeitliche und réaumliche
Expressionsverhaten von Genen wahrend der Embryonalentwicklung. Der TGFb-Ligand Dpp
wird im Embryo nach Einsetzen der zygotischen Transkription im dorsalen Bereich des
Blastoderm Embryos exprimiert und bildet einen Aktivitatsgradienten von dorsal bis etwa zur
Hélfte des Embryos (St. Johnston und Gelbart, 1987, Padgett et al., 1987). Die Dpp Rezeptoren
Tkv, Punt und Sax werden im Ektoderm und im darunterliegenden Mesoderm exprimiert und
damit in der Region der Dpp Aktivitédt (Ubersicht in Raftery und Sutherland, 1999). Tkv und Punt
werden im Zeitraum der Zellularisierung des Blastoderms verstérkt dorsal exprimiert, wohingegen
Sax eine gleichméaldigere Expression zeigt. Die Aktivitdt von Sax wird aber nur im dorsalen
Bereich, der Amnioserosa, bendtigt (Wharton, 1995 (Ubersicht); Ruberte et al., 1995). Die
Rezeptoren zeigen damit breitere Expressionsdoménen as der Ligand, dessen Signa sie
welterleiten.

Der Transkriptionsfaktor Schnurri wird mit den Komponenten des Dpp Signalweges raumlich
und zeitlich koexprimiert. Schnurri-Transkripte finden sich materna, und vom Zeitpunkt der
Befruchtung bis zur Gastrulation ist das Expressionsmuster von Schnurri dem von Dpp sehr
ahnlich (Grieder et al., 1995). Damit zeigt sich eine enge zeitliche und réumliche Korrelation der
Expression dieser Komponenten des Dpp Signalwegesin Drosophila.

Im Xenopus Embryo ist zwischen dem dorsalisierenden Activin-Weg und dem ventralisierenden
BMP-Weg zu unterscheiden. Sowohl Activin as auch BMP und ihre jeweiligen Rezeptoren
werden im Xenopus Embryo maternal und wéahrend des Blastula Stadiums in der gesamten
marginaen Zone sowie im zukunftigen Ektoderm exprimiert. Erst wahrend der Gastrulation
lokalisieren im Activin-Weg beteiligte Komponenten mehr dorsal und posterior, wahrend BMP-
Weg-Komponenten hier reprimiert zu sein scheinen und verstérkt in ventralen und anterioren
Regionen akkumulieren (Kondo et al., 1991; Dale et al., 1992; Mathews et al., 1992; Hemmati-
Brivanlou et al., 1992; Graff et al., 1994; Fainsod et al., 1994; Hemmati-Brivanlou und Thomsen,
1995; Chang et al., 1997; Frisch und Wright, 1998).

Die zytoplasmatischen Signalvermittler Smadl (BMP-Weg), Smad2 (Aktivin-Weg) und Smad4
(Ko-Smad) werden im Xenopus Embryo ebenfalls maternal und in friilhen Gastrula Embryonen
ubiquitdr exprimiert (Thomson, 1996; Graff et al., 1996; Lagna et al., 1996). Zusétzlich ist es
Faure et al. (2000) gelungen, die zetliche und réumliche Verteilung von phosphorylierten
(aktivierten) R-Smad Proteinen im Xenopus Embryo wéahrend der frihen Musterbildungsprozesse
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zu ermitteln. Unphosphorylierte Smadl und Smad2 Proteine sind demnach ubiquitdr im Embryo
verteilt. Das aktivierte Phospho-Smadl 18sst sich ab dem Stadium NF 9 ubiquitédr nachweisen und
wird zum Stadium NF 10.25 auf ventrale Regionen limitiert. Phospho-Smad2 konnte im Stadium
NF 9 nur dorsal nachgewiesen werden, zeigt im Stadium NF 10.25 dagegen eine ubiquitére
Verteilung.

Aus den beschriebenen Expressions- und Aktivitdismustern lasst sich keine scharfe réumliche
Trennung des BMP- und des Activin-Sinaweges im friihen Xenopus Embryo ableiten.

Fur die Analyse des zeitlichen und raumlichen Expressionsverhatens von Xshnl, -2 und -3 im
Xenopus Embryo wurden "whole mount” in situ Hybridisierungen mit epitopmarkierter antisense
RNA und quantitative RT-PCRs auf Gesamt-RNA von Gewebefragmenten oder Geweben adulter
Frosche durchgefihrt.

4.2.1 Zeitliche Expression von Xshn Transkripten in Xenopuslaevis Embryonen

Im Rahmen der Diplomarbeit (Durr, 1997) wurden fur Xshnl, -2 und -3 vorl&ufige Analysen Uber
das zeitliche Expressionsverhalten der mRNA in Xenopus Embryonen durchgefihrt. Diese
Ergebnisse wurden in der folgenden Untersuchung prézisiert. Die Analyse einer grof3eren Zahl
von frihen Embryonalstadien zeigte einen biphasischen Verlauf der Expression dler drei Xshn
MRNAS (Abb. 4.16). Analog der Drosophila Schnurri mRNA werden die Xshnl, -2 und -3
MRNAs maternal exprimiert. Nach Einsetzen der zygotischen Transkription (NF 8) bleibt die
Expression bis zum Einsetzen der Gastrulation (NF 10) konstant und sinkt wahrend der spéten
Gastrulation und der Neurulation (NF 12 - NF 20) &b, um zu Beginn der Organogenese im
Schwanzspitzen-Stadium (NF 30) wieder zuzunehmen.

MBT
* Gastrulation ~ Neurulation Organogenese

Ei 5 7 9 10 11 12 14 182024303438H§)

Xshnl - e - - - 253 bp
Xshn2 - e e - - e - e 207 bp
Xshn3 L E T T B B B § 212 bp
HISIONHA e e o o o o o o o o - - - - 200 bp

Abb. 4.16: Quantitative radioaktive RT-PCR auf gesamt-RNA friher Xenopus
Embryonalstadien. Die Zahlen tiber den Banden geben die Stadien der untersuchten Embryonen
an (nach Nieuwkoop und Faber, 1967). Als Kontrolle der eingesetzten RNA-Menge wurden
Reaktionen auf gleichmaliig exprimierter Histon H4 RNA mitgefihrt. Am rechten Rand ist die
Lange der jeweiligen PCR-Produkte angegeben.
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Zusammengefasst bedeuten die Ergebnisse der RT-PCR, dass die Expressionen von Xshnl, -2
und -3 zetlich mit der Aktivitdée der TGFb Signawege wéahrend der Musterbildung des
Mesoderms korrelieren.

4.2.2 Ermittlung der raumlichen Verteilung von Xshn Transkripten in Xenopus
Embryonen

Die fruhe dorso-ventrale Musterbildung des Mesoderms findet im Xenopus Embryo bald nach
Einsetzen der zygotischen Expression im Blastula Stadium und wahrend der sich anschlief3enden
Gastrulation statt. Um zu untersuchen, ob Xshn-1, -2 und -3 in dieser Entwicklungsphase |okal
begrenzt aktiv sein konnten, wurde die Expression ihrer mRNAs in sehr frihen Gastrula
Embryonen durch quantitative RT-PCR und in verschiedenen embryonalen Stadien durch "whole
mount" in situ Hybridisierung untersucht.

4.2.2.1 Ermittlung der rdumlichen Verteilung von Xshn Transkripten in Xenopus
Embryonen durch quantitative RT-PCR

Bereits mit der ersten Reifeteilung sind die zuktnftigen Korperachsen des Xenopus Embryos
festgelegt. Mit Bildung der dorsalen Urmundlippe bei Einsetzen der Gastrulation im Stadium NF
10 lassen sich im Embryo zukinftige Korperregionen und prospektive Gewebe sicher
lokaliseren. Es ist daher moglich, aus diesen Embryonen Gewebefragmente z.B. prospektiv
dorsalen, lateralen oder ventralen Mesoderms manuell zu isolieren. Diese Tatsache wurde genutzt,
um fur das folgende Experiment frihe Gastrula Embryonen (NF 10) manuell in neun definierte
Fragmente zu zerteilen (vgl. Abb. 4.18 A). Einander entsprechende Fragmente von 10 Embryonen
wurden vereint, aus ihnen die gesamt-RNA isoliert und in eine quantitative radioaktive RT-PCR
mit X shn-spezifischen Primern eingesetzt.

Um die korrekte Préparation der Gewebefragmente zu verifizieren, wurde die Expression von
regional exprimierten Markergenen der mesodermalen Differenzierung in RT-PCRs auf den
isolierten RNAs untersucht. Xbrachyury (Xbra, Smith et al., 1991) wird im Stadium NF 10 pan-
mesodermal exprimiert, wohingegen Goosecoid (Gsc, Cho et al., 1991) ein Markergen fur
prospektiv  dorsales Mesoderm darstellt. Dagegen wird Wnt8 in lateralem und ventraem
Mesoderm exprimiert (Christian et al., 1991 und 1993). Zur Veranschaulichung zeigt Abb. 4.17
"whole mount” in situ Hybridisierungen der Markergene im frihen Gastrula Stadium.
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Abb. 4.17: mRNA-Verteilung der mesodermalen Markergene Gsc, Xbra und Wnt8 im Stadium
NF 10. Die Embryonen sind von vegetal gezeigt, dorsale Urmundlippe nach oben. Gsc und Xbra
Hybridisierungen: eigene Arbeit; Xwnt8: Moon und Weintraub (Xenopus Molecular Marker
Resource-Datenbank, XMMR).

Abb. 4.18 B zeigt die Ergebnisse der Expressionsanalyse durch quantitative RT-PCR. Xbra wird
danach in allen mesodermalen Gewebefragmenten gleichméldig exprimiert. Stérkere Expression
findet sich auch im Entoderm, jedoch zeigt Xbra kaum Signale im préparierten ektodermalem
Gewebe. Transkripte fur Gsc mRNA finden sich v.A. im dorsalen Mesoderm und im Entoderm.
Geringe Gsc Expression findet sich im lateralen Mesoderm. Wnt8 mRNA war im lateralen und im
ventraen Mesoderm, sowie im Entoderm nachzuweisen. Alle drel Gene zeigen zusétzlich eine
Expression im Entoderm. Eine Kontamination des Entoderm-Gewebes mit dorsalem Mesoderm
wahrend der Préparation der Gewebefragmente ist unwahrscheinlich, wel dies nicht die
Expresson des ansonsten ventrd exprimierten Markers Wnt8 erklart. Die entodermale
Expression der genannten Marker wird nicht als Artefakt angesehen. Insgesamt stimmen die
Ergebnisse der Kontroll-RT-PCRs mit in "whole mount” in situ Hybridisierungen ermittelten
Expressionsmustern tberein.

Die Xshn RNAs werden gleichmélliger as die mesodermalen Markergene exprimiert. Xshnl, -2
und -3 zeigen anndhernd konstante Expressionsstarken im gesamten Ektoderm, Mesoderm sowie
im animalen Pol. Xshnlist zusdtzlich im Entoderm verstérkt exprimiert, wahrend Xshn2 hier eine
geringere Expression zeigt. Die Expression der Xshn mRNAs wéhrend der frihen Gastrulation
mit Ausnahme der entodermalen Expression von Xshnl und- 2 as ubiquitér bezeichnet werden.
Die erzielten Ergbnisse lassen es moglich erscheinen, dass Xshn Proteine bel einer Vermittlung
der Signade dorsaliserender und ventraiserender TGFp Signamolekile wahrend der frihen
Musterbildung im Embryo mitwirken. Eine mogliche Spezialisierung einzelner Xshn Proteine auf
bestimmte TGFp Signalwege ist nicht abzuleiten.
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Abb. 4.18: Expressionsanalyse von Xshn Transkripten in Xenopus laevis Gastrula Embryonen
durch quantitative radioaktive RT-PCR: (A) Schema der Schnittebenen entlang derer die
gezeigten Fragmente aus zehn Gastrula Embryonen (NF 10) manuell zerteilt wurden. Einander
entsprechende Fragmente wurden vereint und aus ihnen die Gesamt-RNA isoliert. (B) Quantitative
radioaktive RT-PCR auf gesamt-RNA der gezeigten Fragmente. Die Markergene Xbra, Gsc und
Xwnt8 dienten als Kontrolle der korrekten Praparation der Fragmente.
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4222 Ermittlung der raumlichen Verteillung von Xshn Transkripten
durch "whole mount” in situ Hybridisierung

Um Information tber die réumliche Vertellung der Transkripte auch in spdteren Embryonalstadien
zu erhalten, wurden "whole mount” in situ Hybridisierungen durchgefihrt. In der Maus sind
vergleichbare Untersuchungen erst fir Stadien ab der Neurulation bekannt (8.5, entspricht etwa
NF 20: Neurulation und erste Somiten). Fir das murine HIV-EP1 (Xshn3) wurde von Tanaka et
al. (2000) eine "whole mount" in situ Hybridisierung von murinen Embryonal stadien €8.5 und
el12.5 (beginnende Organogenese) beschrieben. Im Embryonal stadium e€8.5 wird HIV-EP1 mit
Aussparungen des Neuralrohres und der Somiten ubiquitér exprimiert. Im Stadium e€12.5 findet
sich zudem eine Aussparung in Regionen der Knorpelbildung wie der Rippen oder der
Wirbelsdule. Fur das murine HIV-EP2 (Xshn2) wurde fir die embryonalen Stadien €13.5 und
el5.5 (Differenzierung der Organe) eine spezifische Expression in der Zunge, den Spinalganglien
sowie definierten Strukturen im anterioren Neuralrohr beschrieben (Dorflinger et al., 1999).
Vergleichbar spéte Stadien wurden in Xenopus nicht untersucht.

Untersuchungen mit antisense RNA Sonden von Xshnl ergaben keine Uber die bisherigen
Ergebnisse hinausgehende Informationen (Duirr, 1997). Demnach lief3en sich Xshnl Transkripte
ab dem frihen Schwanzknospenstadium (NF 26) im Gehirn und spater auch im Auge
nachweisen. Xshn2 Expression konnte in den sich differenzierenden Somiten als
charakteristisches "Fischgrétenmuster” und ab dem Stadium NF 30 zusétzlich in definierten
Regionen des Gehirns sowie in der Haftddriise nachgewiesen werden.

Eswar in der Vergangenheit nicht gelungen, mit einer Xshn3 antisense RNA-Sonde von 2.8 kb
Lange aus dem 3" Bereich der cDNA eine spezifische Expression von Xshn3 Transkripten im
Embryo nachzuwei sen. Eine "whole mount” in situ Hybridisierung wurde daher wiederholt, als
Sequenzinformation Uber die gesamte Lange der 8.5 kb messenden cDNA Sequenz vorlag.

ATG Stop
H (A),

Spel 3.0kb < Spel 2.7kb <«
PBK-CMV/(3.25) ' . " pBK-CMV(5.20)
Notl 1.7kb <
pGemT xshn3 1000 bp

(6d/Xshn3-11L)

Abb. 4.19: Position der fur eine" whole mount” in situ Hybridisierung eingesetzten RNA-Sonden
innerhalb der cDNA Sequenz von Xshn3. Oben: Struktur der Xshn3 cDNA. Unten: Position und
Lange der antisense RNA Sonden. Die Sonden deckten 75% der cDNA von 8.5 kb ab. Folgende
Plasmide wurden fir die Herstellung von Sonden kombiniert: Der Vektor pBK-CMV _Xshn3(3.25)
wurde mit Spel linearisiert und mit der T7 RNA-Polymerase in vitro transkribiert. Der Vektor
pGemT_Xshn3(6d/Xshn3-11L) wurde mit Notl linearisiert und mit T7 transkribiert, und der Vektor
pBK-CMV-Xshn3(5.20) wurde mit Spel linearisiert und mit T7 transkribiert. Die Férbung der
»wWhole mount“ insitu Hybridisierung wurde fir vier Tage bei 4 °C durchgefiihrt.
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Abb. 4.20: Raumliche Verteillung von Xshn3 Transkripten in der frithen Embryogenese von Xenopus
laevis. "Whole mount" in situ Hybridisierungen an unpigmentierten Embryonen wurden mit Digoxigenein-markierten
Xshn3 "antisense”" Sonden durchgefihrt. Der Embryo des Stadiums 34 wurde im Anschluss an die Farbung durch
Kl&ren transparent gemacht. (A) Im Stadium 9 ist die Férbung verstarkt im animalen Bereich, aber schwach auch
vegetal zu erkennen. (B, vegetale Ansicht) Im mittleren Gastrula Stadium (NF 11) ist die Farbung am stérksten im
dorso-animalen Bereich des Embryo zu erkennen, findet sich aber auch als einzelne Punkte im einwandernden
Entoderm. (C) Im spaten Neurula Embryo (NF 20) konzentriert sich die Farbung im dorsalen Mesoderm und
Neuroektoderm. Die sich entwickelnden Somiten sind zu erkennen. (D) Im Stadium NF 20 zeigt sich zusétzlich
eine Farbung um die Augen. (E) Eine dorsale Ansicht eines Stadium 24 Embryo zeigt die Konzentration der Férbung
in den Neurafalten, den sich entwickelnden metameren Somiten und in den Augenanlagen. (F) Die laterale Ansicht
eines Stadium 30 Embryos (Organogenese) zeigt eine "fischgrétenartige” Farbung der Somiten, eine Farbung im
Hinterhirn und um die Augenvesikel. (G) Die Klarung eines Stadium 34 Embryos macht eine Farbung im Vorderhirn
und dem otischen Nerv sowie dem Pinealorgan, dem Hinterhirn und der Haftdrlise sichtbar. Der Bereich der Chorda
dorsalis und der sich entwickelnden Wirbelsdule sowie der Kiemenbogen sind von der Farbung ausgespart.
Abkirzungen: aa: Augenanlage, so: Somiten, nf: Neuralfalten, av, Augenvesikel, hh: Hinterhirn, kb: Kiemenbogen,
hd: Haftdrise, on: olfaktorischer Nerv, vh: Vorderhirn, po: Pinealorgan, cd: Chorda dorsalis.

82



4. Ergebnisse 83

Die Ergebnisse der "whole mount” in situ Hybridisierung sind in Abb. 4.20 dargestellt. Insgesamt
erwies sich die Intensitét der Xshn3 Farbung, wie zuvor die von Xshnl und -2, as gering. Xshn3
Transkripte sind im BlastulaStadium (NF 9) am stérksten in der animalen Hemisphére zu
erkennen, sind aber auch vegetal erkennbar. Im mittleren Gastrula Stadium (NF 11) zeigt sich die
Farbung in einem weiten dorsal-animalen Bereich, der prospektives Ektoderm und Mesoderm
umfasst. Es ist aber auch Férbung ventral und im einwandernden Entoderm zu erkennen.
Wahrend der Neuralstadien (NF 20 - NF 24) farben die Xshn3 Sonden verstarkt den gesamten
dorsalen Bereich, das Neuroektoderm sowie die sich differenzierenden Somiten. GleichmaRige,
schwéchere Féarbung ist aber auch ubiquitér zu beobachten. Mit Beginn der Organogenese (NF 30
- NF 34) zeigt sich v.A. in den Somiten ein sog. "Fischgratenmuster” der Expression. Im Stadium
30 ist Farbung im Hinterhirn sowie im Bereich der Augenvesikel zu erkennen. Ein Embryo des
Stadiums 34 wurde transparent gemacht, wodurch zusétzlich Farbungen im Pinealorgan, im
Vorderhirn, im otischen Nerv und in der Haftdriise zu erkennen sind. Wegen der in den friheren
Stadien eher diffusen Expression ist hier zu bemerken, dass Bereiche der Chorda dorsalis und der
sich entwickelnden Wirbelsdule, aber auch der Kiemenbdgen von einer Farbung ausgespart
scheinen. Den genannten Gewebetypen ist gemein, dass hier Knorpelbildung stattfindet. Die
Farbungen waren insgesamt zu schwach, um die Anfertigung von Gewebeschnitten zu erlauben.

Die Ergebnisse der Expressionsanalysen zeigen eine ubiquitdre Expression aler drei Xshn
mMRNAs vor und wahrend der Gastrulation von Xenopus Embryonen. Schnurri Proteine stehen
daher vermutlich im Zeitraum der Musterbildung des Mesoderms durch TGFb Faktoren zur
Verfugung. Eine Differenzierung der Expression findet erst in Stadien der Organogenese statt.

4.2.3 Expression von Xshn mRNAsin Geweben adulter Xenopuslaevis
Frosche

In einer Rethe von Untersuchungen wurde eine differentielle Expression der zu X shn homologen
Gene in adulten Geweben von Sédugern beschrieben. Die Expression ist fUr jedes der drei Gene
HIV-EPL, -2 und -3 charakteristisch. In Northern Blots konnten zudem z.T. neben dem
Haupttranskript von ca. 9.5 kb Lange gewebsspezifisch weitere Transkripte von ca. 4.5 kb Lange
nachgewiesen werden. Ein zu den Sauger-Genen ahnliches Expressionsmuster der Xenopus Gene
konnte einen zusétzlichen Hinweis auf die funktionelle Konservierung der Gene in Vertebraten
liefern. Unter der Annahme einer solchen Konservierung ware fir Xshnl eine Expression in Milz,
Knochenmark und Thymusdrise zu erwarten (Wu et al., 1993, 1996). Xshn2 mRNA konnte im
Gehirn und den Skelettmuskeln stark exprimiert sein, wahrend nur wenige Gewebe entodermalen
Ursprungs eine Expression zeigen sollten (Ron ert al. 1991, Nomura et al., 1991, Makino et al.,
1994, Dorflinger et al., 1999). Fir Xshn3 wére eine Expression v.A. im Gehirn und in der
Thymusdriise zu vermuten, jedoch nicht in der Leber oder in Muskelgewebe (Nakamura et al .,
1990, Brady et al., 1994, Tanakaet al., 2000).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine quantitative radioaktive RT-PCR auf gesamt-RNA
aus praparierten Geweben adulter Xenopus Tiere durchgefihrt, um zu ermitteln, ob und in welcher
Intensitét die Xenopus Schnurri mRNASs gewebspezifisch exprimiert werden (Abb. 4.21).
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Abb. 4.21: RT-PCR mit Xshn-spezifischen Primerpaaren auf gesamt-RNA aus verschiedenen
Geweben adulter Xenopus laevis Frosche. Als spezifische Primer wurden folgende Primer im
mittlerenBereich der cDNAS verwandt: Xshnl: Xshnl-5U/Xshnl-7L; Xshn2: Xshn2-2U/Xshn2-1L;
Xshn3: Xshn3-1U/Xshn3-2L. Zur Kontrolle der gleichméfdigen guantitativen Beladung der Ansétze
mit gesamt-RNA dienten Reaktionen mit Histon H4-spezifischen Primern.

Wie in Abb. 4.21 zu erkennen, sind Xshnl, -2 und -3 mRNAs in dlen untersuchten adulten
Geweben nachzuweisen. Eine geringere Intensitdt der Banden von Xshn2 und Xshn3 in
Herzmuskel- und in Rickenmark korreliert mit geringer Bandenintensitét der Histon H4

Kontrolle in diesen Geweben. Alle drei mMRNAS werden mit geringen Intensitétsunterschieden in
allen untersuchten Geweben exprimiert.

Eine differentielle Expression von Xshnl, -2 und -3 in adulten Geweben, wie sie fur die
entsprechenden Sauger-Gene beschrieben wurde, bestétigte sich nicht.
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4.3 Expression des Xshn3 Gesamtlangenproteinsin Xenopus Embryonen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die cDNA von Xshn3 vollsténdig isoliert. Dieses
eroffnete die Méglichkeit, funktionelle Analysen anzuschlief3en, die das Zid hatten, eine mégliche
Funktion von Xshn3 im TGF@ Signalweg zu beschreiben.

Eine géngige Methode zur Untersuchung der Funktion eines Proteins in Xenopus ist die
Uberexpression seiner mRNA im Embryo. Durch Mikroinjektion von synthetischer mRNA eines
Proteins in einzelne Blastomere der ersten Teilungsstadien wird eine Uberreprasentierung des
resultierenden Proteins in den resultierenden Korperregionen bewirkt. Aus morphologischen
Verdanderungen der Embryonen aufgrund der Uberexpression eines Proteins in definierten
Korperregionen kann u.U. auf die eigentliche Funktion des Proteins riickgeschl ossen werden.

Aus den Uberlappenden cDNA-Fragmenten von Xshn3 wurde der vollsténdige offene Leserahmen
von 7.7 kb Lange in die Vektoren pCS2+MT und pCS2+Flag kloniert (vgl. Kap. 2.3). Die
resultierenden aminoterminal epitopmarkierten Proteine sollten ein Molekulargewicht von 293
bzw. 284 kDa besitzen.

Nach einer in vitro Synthese von mRNA fir MT-Xshn3 und Flag-Xshn3 zeigten sich in Agarose-
Kontrollgelen statt einer einzigen Bande drel Banden. Auler der erwarteten Bande von ca. 9 kb
lieffen sich zusétzliche Banden bel etwa 2 kb und bei 0.7 kb beobachten. Abb. 4.22 zeigt en
solches RNA-Kontrollgel.

1 kb 2 3

Abb. 4.22: Agarose-Gelelektrophorese von in vitro synthetiserter mRNA. Die mRNAs wurde in
einem 1%igen Agarosegel elektorphoretisch aufgetrennt. 1, Flag Xshn3(wt) mRNA; kb, DNA-
Standard "one kb ladder"; 2, NLSMT_Xshn3ZF mRNA; 3, NLS-MT_Xshn3-VP16 mRNA. Pfeile
weisen auf die drei mMRNA Banden der Xshn3-Probe hin. Neben einiger Banden des DNA-
Léangenstandards ist die Lange der Fragmente in kb angegeben.

Fur das Auftreten von drei Banden lief3en sich verschiedene Ursachen denken, die z.T. mit der
Verwendung bakterieller RNA-Polymerasen fur die Synthesereaktion zusammenhangen konnten.
Die zusétzlichen Banden konnten durch Transkriptions-Abbriiche wahrend der Synthesereaktion
entstanden sein. Ebenso konnte es sich um mRNA-Produkte durch interne Transkriptions-
Initiationen handeln. Weiterhin koénnten die drei Banden unterschiedlich gefdtete Formen
desselben Gesamtléangen-mRNA Moleklls darstellen, die im gezeigten, nicht-denaturierenden
Agarose Gel zu Bildung von drei Banden fihrten.
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Um zu ermitteln, ob es sich bel den beobachteten Banden lediglich um unterschiedlich gefdtete
Formen der Gesamtlangen-mRNA handelte, wurde die mRNA in einem denaturierenden,
Formaldehyd enthaltenden Agarose-Gel aufgetrennt. Parallel wurde der DNA-Langenstandard
"one kb-ladder" aufgetrennt. Das Ergebnisist in Abb. 4.23 dargestellt.

Xshn3
MT Flag kb
- # > ‘1_2.0
4l 3.0
i * 2.0
- ﬁ ' 1.6
’?lf '
Abb. 4.23: Denaturierende Gelektrophorese von vy
in vitro transkribierter,  epitopmarkierter .| 1.0
Gesamtlangen-Xshn3  mRNA. Synthetische
MRNA des aminoterminal MT- und des Flag-
epitopmarkierten Gesamtlangen-Xshn3 wurde in - !
einer denaturierenden Agarose-Gelelektrophorese -
aufgetrennt, auf Nitrozellulose Ubertragen und ﬂ
angefarbt. Parallel wurden DNA-Fragmente des E
"one kb-ladder" Langenstandards aufgetrennt. Am 0.5

rechten Rand ist die Lange der erkennbaren
Fragmente des Standards angegeben. MT, 6xMT-
Xshn3-mRNA; Flag, Flag-Xshn3 mRNA.

Eine denaturierende Gelel ektrophorese ergab auch hier fir die MT- und die Flag-epitopmarkierte
Form von Xshn3 drei Banden im Gel. Die Lange der aufgetrennten Fragmente lief3 sich nicht
genau bestimmen. Es fiel hierbei in diesem Versuch auf, dass die Fragmente des Flag-
epitopmarkierten Xshn3 Transkriptes schneller im elektrischen Feld liefen ds die des MT-
epitopmarkierten Transkriptes. Tatséchlich ist das aminoterminale Flag-Epitop 226 bp kirzer als
das 6xMT-Epitop. Der schnellere Lauf des kurzen Fragmentes der Flag-Variante der Xshn3
MRNA konnte ein Hinweis fUr einen TranskriptionsAbbruch und gegen interne Initiationen der
Transkription sein.

Einein vitro Synthese von Xshn3 mRNA resultiert wahrscheinlich in einer zu frihen Termination
der Transkription an zwei Positionen innerhalb der Xshn3 mRNA.

Wenn die kirzeren Produkte der in vitro mRNA-Synthese Abbruchfragmente der Transkription
waren, so sollte es moglich sein, das Gesamtlangen-mRNA Produkt von 8 kb Lange durch Elution
aus einem Agarosegel zu isolieren und von den Abbruchfragmenten zu trennen. Es wurde im
Folgenden versucht, die mRNA-Einzefragmente der MT-Xshn3 mRNA-Synthesereaktion aus
einem nicht-denaturierenden Agarose Gel zu isolieren. Abb. 4.24 zeigt, dass es moglich war, dle
drei RNA-Banden zu isolieren und in reiner Form anzureichern.
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Abb. 4.24: Isolierung von synthetischen MT-Xshn3 mRNA-Fragmenten nach Auftrennung in
einem Agarose-Gel. Die Produkte einer in vitro mRNA Synthesereaktion wurden in einem
0.8%igen RNAse-freien Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Einzelne Banden wurden
ausgeschnitten und die RNA aus den Gelblockchen eluiert. (A) Gelelektrophorese einer gesamten
Synthesereaktion, anschlief3end ausgeschnittene Banden sind durch grau gestrichelte Kasten
markiert; (B) Auftrennung der aus den Gelblockchen eluierten mRNA-Fragmente. 1, obere Bande;
2, mittlere Bande; 3, untere Bande. Seitlich ist jeweils der "one kb-ladder" DNA-Langenstandard zu
erkennen. Die Lange einiger DNA-Fragmente ist in kb angezeigt.

Die Ausbeute der reinen mRNA Léangenfragmente war relativ gering und die Methode zu
aufwendig, um ausreichend reine Gesamtlangen-mRNA fiir Uberexpressionsstudien zu erhalten.
Um signifikante Mengen eines derartig grof3en Proteins in Xenopus Embryonen Uberexprimieren
zu konnen, missen grof3e Mengen (mehrere ng pro Embryo) synthetischer mRNA injiziert
werden. Dieses war mit der gewéhlten Methode nicht zu gewéhrleisten.

Die Ursache fur einen Abbruch der Transkription an zwe definierten Positionen innerhalb der
Xshn3 Sequenz wurde in der Bildung von haarnadelformigen Sekundérstrukturen innerhalb der
neu synthetiserten mMRNA vermutet. Eine Rickfaltung der RNA am Ort der Synthese an der
Matritzen-DNA wirde ene wetere RNA-Synthese durch die bakteriellen RNA-Polymerasen
verhindern. Die Bildung von Haarnadelschleifen ist eine in Bakterien haufige Form der
Transkriptions-Termination (Knippers et al., 1985). Die Intention war daher, GC-reiche
Sequenzabschnitte innerhalb der Xshn3 cDNA zu identifizieren, die eine Bildung von
Haarnadelschleifen verursachen konnten und diese Sequenzen durch in vitro Mutagenese zu
destabilisieren.

Der aminoterminale Transkriptionsabbruch wurde etwa bei bp 600 innerhab des offenen
L eserahmens von Xshn3 vermutet. Die genaue Position des Abbruchs im mittleren Teil der cDNA
war nicht genau abzuschdtizen. Deshalb wurde das Plasmid pCS2+Flag Xshn3(wt) an
verschiedenen Positionen innerhalb der ¢cDNA Sequenz linearisert und in eine in witro
Transkription eingesetzt. Es sollte ermittelt werden, welche Fragmente die Bildung von
Abbruchfragmenten gerade noch zulief¥en. Abb. 4.25 zeigt schematisch die Position der
Lineariserungen und das Ergebnis der in vitro Transkriptionen. Die Transkriptionsabbrtiche
ereigneten sich vor bp 4225 (lin. Sphl) und vermutlich hinter bp 1990 (Sacl).
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Abb. 4.25: Kartierung der fur Transkriptionsterminationen verantwortlichen Sequenzbereiche
innerhalb des Proteins Xshn3. Das Plasmid pCS2+Flag Xshn3(wt) wurde mit den in (A)
angegebenen Restriktionsenzymen linearisert. Die Position der Restriktionsschnittstellen bezieht sich
auf den offenen Leserahmen der Xshn3 cDNA. Pfeile kennzeichnen die ungefdhre Position der
Transkriptionsabbriiche. (B) Die linearisierten Plasmide wurden in eine in vitro Transkription
eingesetzt, die mRNA in einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Lange von RNA-
Abbruchfragmenten abgeschéizt. Die wiederholt beobachteten Abbruchfragmente sind durch Pfeile
gekennzeichnet

Um die Abbruchstelle um bp 3000 genauer zu lokalisieren, wurde ein Ncol-Ncol-Fragment von
bp 2375 bis bp 3975 aus den Plasmiden pCS2+MT_Xshn3(wt) und pCS2+Flag_Xshn3(wt) in
den Vektor pGEMT subkloniert, wie in Abb. 4.25 mit verschiedenen Restriktionsenzymen
linearisiert und transkribiert. Der TranskriptionsAbbruch konnte dadurch etwa auf eine Position
bei bp 3.100 innerhalb der Xshn3 cDNA lokalisiert werden (nicht gezeigt).

Mithilfe des Programmes "RNA-structure” wurden die Sequenzbereiche der Abbruchregionen
nach moglichen Haarnadel schleifen-bildenden Sequenzen hin untersucht. Bel bp 617-662 konnte
eine Sequenz identifiziert werden, die einen RNA-Doppelstrang aus 11 Basenpaaren verursachen
konnte. Die Struktur ist in Abb. 4.26 A dargestellt. Im 3"-Bereich um bp 3.100 konnte keine
mogliche Haarnadel schleife identifiziert werden.
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Abb. 4.26: In vitro Mutagenese einer moglichen RNA-Haar nadelschleife-ver ur sachenden Region
innerhalb der Xshn3 cDNA Sequenz. (A) Sequenz wund Struktur einer moglichen
Haarnadelschleife. Neben den beteiligten Basen sind die von den Basentripletts kodierten
Aminosauren mit ihrer Position innerhalb des offenen Leserahmens von Xshn3 angegeben. Drei
Basen wurden von der rot markierten zur grin markierten ldentitdt mutiert. (B) Agarose
Gelelektrophorese von in vitro transkribierten mutierten Formen (MT A und Flag A) und einer
unmutieren Form (MT wt) von Xshn3. Kleine Schwarze Pfeile zeigen die Banden der langeren
Xshn3 Transkripte. Ein dicker Pfeil deutet auf die mRNA-Abbruchfragmente, die durch
Mutagenese eliminiert werden sollten.

In einer in vitro Mutagenese wurden drei an der Bildung der 5-gelegenen Haarnadelschleife
betelligte Basen so mutiert, dass die Aminosauresequenz des Peptides erhalten blieb. Die Position
der Basen ist in der Abb. 4.26A dargestellt. Die Mutagenese wurde durch Sequenzierung
bestétigt. Eine in vitro Transkription der sequenzverdnderten Plasmide pCS2+MT_Xshn3Aloopl
und pCS2+Flag_Xshn3Aloopl zeigte keine Veranderung in der Bildung der Abbruchfragmente
gegenuber dem unmutierten Plasmid pCS2+MT_Xshn3(wt) (Abb. 4.26B). Die untersuchte
mogliche Haarnadelschleife war vermutlich nicht Ursache fur den Transkriptionsabbruch.
Moglicherweise werden die zur Termination der Transkription fihrenden Sekundérstrukturen aus
komplexeren Ruckfaltungen der mRNA gebildet. Es wurde keine weitere Analyse von méglichen
Sekundéarstrukturen innerhalb der Xshn3 cDNA Sequenz durchgefihrt.

In der eukaryotischen Zelle werden mRNAS (iber ihre poly(A) Sequenz stabilisiert (Ubersicht in
Wilusz et al., 2001). Da es sich bei den kurzeren Xshn3 mMRNA Fragmenten um
Abbruchfragmente  handelt, besitzen diese Molekile keine Sequenz fir en
Polyadenylierungssignal an ihrem 3"-Ende. Es kann daher vermutet werden, dass diese Molekile
in der Zdle weniger stabil sind als solche mit einem Polyadenylierungssignal. Bel einer
Mikroinjektion von in vitro synthetisierter mMRNA sollten daher die kirzeren Fragmente bevorzugt
degradiert werden. Es bliebe die Gesamtléngen-mRNA as Matritze fir die Synthese des Xshn3
Proteins Ubrig. Um zu testen, ob dieser einfache Weg der Injektion des mRNA-Gemisches in
Xenopus Embryonen zur Synthese eines einzigen Proteins von etwa 280 kDa Grofe fuhren
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konnte, wurde das mRNA Gemisch fur das MT-epitopmarkierte Gesamtlangen Xshn3 Protein
ubigitér in Xenopus Embryonen Uberexprimiert. Gesamtextrakte von Gastrula Embryonen wurden
im Western Blot auf Expression der Proteine untersucht. Das Experiment wurde funfmal
wiederholt. In einem einzigen Fall konnte eine schwache Bande der erwarteten Gol3e von ca. 280
kDa detektiert werden. In jedem Fall konnten kirzere Proteinfragmente detektiert werden. Abb.
4.27 zeigt das Ergebnis zwei solcher Versuche.

A 1 2 3 4 B 1 2 3 4 5
<
211 kDa —
211 kDa—
128 kDa —
128 kDa—
84kbDa — 84 kDa—

Abb. 4.27: Nachweis der Expression des Gesamtlangen-Xshn3 Proteins von 290 kDa Grof3e in
Xenopus Embryonen. Synthetische mRNA fur aminoterminal MT-epitopmarkierte Proteine wurde
in Xenopus Embryonen injiziert. Aus Gesamtextrakten von je 10 Embryonen wurde 1/5 Vol. in
einer 6% PAGE augetrennt und die Uberexprimierten Proteine immunologisch nachgewiesen.
Banden der exprimierten Proteine sind durch Sterne gekennzeichnet; Die Gesamtlangen-Xshn3
Bande ist durch einen Pfeil markiert. (A) Folgende mMRNAs wurden injiziert: 1,
pCS2+MT_Xshn3(wt) (4 ng/Emb.); 2, pCS2+MT_Xshn3(AS 542-1749) (4 ng/Emb.) ; 3,
pCS2+MT_Xshn3(AS 1076-1749) (3 ng/Emb.); 3, pCS2+MT_Fastl (2 ng/Emb.). (B)
Gesamtextrakte wurden wie in (A) anaysiet: 1, pCS3+MTSiplORF (4ng/Emb.); 2,
pCS3+MTSiplASBD (4 ng/Emb); 3, pCS2+MT __ Xshn3(wt) (6 ng/Emb.); 4, pCS2+MT_Xshn3(AS
1-652) (2 ng/Emb.); 5, pCS2+MT | XshnS(AS 1-1075) (4 ng/Emb.).

Waéhrend Xshn-Fragmente und andere rdativ grof3e Proteine wie Sipl und SIplASBD (deta
Smad-binding domain, Verschueren et al., 1999) stabil in Xenopus Embryonen exprimiert wurden,
konnte Xshn3 nur ein einziges ma as schwache Bande im Western Blot detektiert werden.
Charakteristische kurzere Proteinfragmente konnten dagegen wiederholt beobachtet werden. Es
wurde daher vermutet, dass dieinjizierte mRNA zwar aktiv, aber nicht bis zum Ende des langsten
der drel injizierten Transkripte trandatiert wurde.

Eine weitere Méglichkeit fir die geringe Expression des Gesamtlangenproteins konnte in einer
verminderten in vivo Stabilitét der injizierten synthetischen mRNA liegen. Um die Stabilitét der
Xshn3 mMRNA in de eukaryotischen Zdle zu untersuchen, wurde Plasmid-DNA
(PCS2+MT_Xshn3(wt)) in Xenopus Embryonen des zwei-Zell Stadiums und in den Zellkern von
Oozyten der Stadien 5-6 injiziert und die Synthese des resultierenden Transkriptes durch RT-PCR
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andysiert. Der verwendete Plasmidvektor pCS2+MT enthdlt einen starken eukaryotischen
Promotor, der eine Synthese des resultierenden Transkriptes in eukaryotischen Zelen ermdglicht.
Mit Hilfe eines Primerpaares aus dem 3'-Ende der mRNA, das selektiv die aus dem Vektor
stammende Sequenz, nicht aber die des endogenen Transkriptes erkennt, konnte die vollstéandige
Transkription der Xshn3 mRNA in der Oozyte und im Embryo nachgewiesen werden. Das
Primerpaar Xshn3-23U/T7 amplifizierte dabel ein Fragment von 311 bp Lange am 3-Ende der
MRNA vor einem SV 40 Polyadenylierungssignal.

Abb. 4.28: Nachweis der

Expression synthetischer  Xshn3 -RT +RT
MRNA in Xenopus Embryonen und

Oozyten. In zwei-Zell Embryonen injiziert injiziert
und in den Zellkern von Xenopus _— —
Oozyten wurden 2 ng des Plasmides Em. Oo. Plasmid Em. Em. Oo.
pCS2+MT_Xshn3(wt) injiziert. (11) (4h) DNA (11) (12) (4h)

Oozyten wurden fir vier Stunden,

Embryonen bis zum Stadium NF 11 ' - 05kb
kultiviert. Nach Isolierung  der i o
gesamt-RNA wurde eine RT-PCR = 0.2kb

durchgefihrt, die selektiv das 3"Ende
der aus dem Plasmid resultierenden
mMRNA amplifizierte. -RT, ohne
reverse Transkriptase; +RT, mit
reverser Transkriptase; Em., Embryo;
Oo, Oozyte.

Sowohl in Embryonen als auch in Oozyten konnte das 3"-Ende der in vivo transkribierten Xshn3
MRNA nachgewiesen werden (Abb. 4.28). Eine fehlende oder geringe Expression des Xshn3
Proteins nach Injektion synthetischer mRNA wurde daher vermutlich nicht durch Instabilitét
seiner MRNA verursacht.

Die Injektion von Plasmid-DNA eignet sich jedoch nicht dazu, ein Protein gleichméldig im
Xenopus Embryo Uberzuexprimieren. Der Grund liegt in der ungleichen Verteilung der injizierten
Plasmid-DNA auf die Tochterzellen nach einer mitotischen Zelltellung. Dadurch werden die
resultierenden Proteine nach wiederholten Zdlteilungen im Xenopus Embryo mosaikartig
exprimiert. Konzentrationsabhéangige phanotypische Effekte Uberexprimierter Proteine konnen
unter diesen Bedingungen nicht analysiert werden.

Eine quantitative Uberexpression des Gesamtlangen Xshn3 Proteins in Xenopus Embryonen war
nicht moglich.
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4.4. Subzelluldre L okalisation von Xshn3 Proteinfragmenten in Xenopus
Oozyten

Der Zdlkern, eine der charakteristischen Organellen der eukaryotischen Zele, wird vom
Zytoplasma durch eine Hille aus zwei Membranen getrennt. Aufgrund der Kompartimentierung
der Zdle und der réaumlichen Trennung von Transkription und Trandation sind gerichtete
Transportprozesse zwischen Zellkern und Zytoplasma notwendig. Ein konstanter Fluss von
Makromolekilen, wie der Import von Transkriptionsfaktoren oder der Export von Ribosomen,
muf3in beiden Richtungen durch die Kernmembran erfolgen.

Die Translokation erfolgt durch den Kernporenkomplex, der in die Kernmembran integriert ist
(Feldherr et al., 1984). Der Transport zwischen Kern und Zytoplasmaist ein signalvermittelter
und energieabhangiger Prozess, der durch eine Vielzahl von Rezeptoren und 16slichen Faktoren
reguliert wird. Peptidsequenzen innerhalb der Proteine dienen a's Signale fur den Kernimport oder
-export. Die Signalsequenzen werden von Proteinen der Import- oder Exportmaschinerie
gebunden und der Transportprozess eingeleitet.

Wegen seiner Ahnlichkeit zum nukledren Drosophila Schnurri und zu DNA  bindenden
homologen Proteinen aus Saugern wurde fur das Protein Xshn3 angenommen, dass es als
Transkriptionsfaktor im Zellkern aktiv ist. So konnte beispielsweise das endogene zu Xshn3
homol oge humane Protein HIV-EP1 in humanen MG63 Zellen im Zellkern nachgewiesen werden
(Fan und Maniatis, 1990). Auch das Drosophila Protein Schnurri wurde nach Uberexpression in
COS-Zellenim Zellkern lokalisiert (Udagawa et al., 2000). Die Untersuchung der subzellul&ren
Lokalisation von Drosophila Schnurri-Fragmenten hatte dagegen gezeigt, dass ein mittleres
Fragment von AS 566-909 im Zytoplasmavon COS-Zellen akkumuliert.

Viele Proteine besitzen sowohl Kernimport- als auch -exportaktivitét. Erst die unterschiedliche
Rate, mit der die Moleklle importiert und exportiert werden, bewirkt eine Akkumulation der
Proteine in einem der Zellkompartimente. So ist auch fir das Xenopus Protein Xshn3 denkbar,
dass es aulRer Kernimport- auch exportaktivitét besitzt. Eine Identifizierung von im Zellkern oder
im Zytoplasma akkumulierenden Xshn3 Proteinfragmenten sollte daher helfen, mégliche Import-
oder Exportsignale innerhalb des Proteins zu identifizieren.

Der Kernimport wird von Kernlokalisationssignalen (NLS) vermittelt. Die am besten
charakterisierten derartigen Signale bestehen aus einer zusammenhdngenden (monopartiten)
Seguenz aus basischen Aminosauren, z.B. im SV40-T-Antigen (KK/RXK/R; Kalderon et al.,
1984), oder aus zwei durch variable Aminosduren getrennten (bipartite) basischen Abschnitten, wie
der Nukleoplasmin Typ. (Dingwall et al., 1988; Robbins et al., 1991). Aul3er diesen basischen
Typen von Kernlokalisationssignalen existieren weitere Arten, beispielsweise eine aus einer
Glycin-reichen, 38 Aminosauren langen Sequenz in hnRNP A1 (Michadl et al., 1995b; Siomi und
Dreyfuss, 1995). Diese sog. M9 Domane ist verantwortlich sowohl fir den Import als auch fir
den Export des Proteins.

Als Kernexportsignale (NES) kommen wiederholt L eucin-reiche Sequenzabschnitte vor, wie im
viralen HIV-1 Protein Rev oder in PKI (protein kinase A inhibitor, Wen et al., 1995) und 1kB
(Fritz und Green, 1996). Andere Exportsignale dienen z.T. gleichzeitig als Importsignale und sind
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nicht durch einheitliche Sequenzcharakteristika zu beschreiben (Michael et al., 1997; Tabernero et
al., 1996; Tang et al., 1997).

Die Analyse der subzelluldren Lokalisation von epitopmarkierten Xshn3 Proteinfragmenten wurde
in Xenopus Oozyten analysiert. Oozyten eignen sich durch ihre Grole, die besondere Grofe ihres
Zellkerns und ihre gute Kultivierbarkeit zur Kartierung von Import- und Exportsequenzen. Bei
dieser Methode werden radioaktiv markierte, in vitro trandlatierte Proteine in das Zytoplasma bzw.
in den Kern von Stadium 5 bis 6 Oozyten mikroinjiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Injektion werden Zytoplasmen und Kerne manuell getrennt und die injizierten Proteine isoliert,
gelelektrophoretisch  aufgetrennt und autoradiographisch quantifiziert. Abb. 4.29A zeigt
schematisch die im folgenden Versuch eingesetzten aminotermina epitopmarkerten Xshn3
Proteinfragmente.

Fur die Analyse der subzelluldren Lokalisation von Xshn3 Fragmenten wurden *S-markierte
Myc-Epitop-markierte Xshn3 Proteinfragmente im TNT System in vitro hergestellt. Nach der
Mikroinjektion dieser Proteine in den Zellkern bzw. in das Zytoplasma von Xenopus Oozyten
wurde an drel Zeitpunkten nach der Mikroinjektion die subzelluldre Lokalisation der Fragmente
bestimmt. Als Kontrolle fir die Durchfiihrung des Experimentes diente das ribosomale Protein
L5, das definierte Import- und Exportsequenzen besitzt (Claussen et al., 1999; Rosorius et al.,
2000). Abb. 4. 29B zeigt das Ergebnis der Experimente.

Das aminoterminade Proteinfragment (AS 1-652) befindet sich nach einer Injektion in das
Zytoplasma nach 6 Stunden etwa zu 50% im Zellkern. 24 h nach der Injektion sind ca. 70% des
Proteinfragmentes im Kern nachzuweisen. Das Proteinfragment wird demnach zwar deutlich aber
nicht vollsténdig importiert. Dasselbe Proteinfragment zeigt nach Injektion in den Zelkern
schwache Translokation in das Zytoplasma. 24 Stunden nach der Kerninjektion sind héchstens
10% des Proteins aus dem Zellkern exportiert. Mdglicherweise verhindert die gleichzeitige
schwache Exportaktivitdt dieses Fragmentes eine vollstandige nuklegre Akkumulation nach
Zytoplasma-Injektion.

Das mittlere Fragment (AS 1076-1749) zeigt schwache Kernimport-Aktivitét, aber keine
Exportaktivitét. Interessanterweise bildet das Fragment nach Auftrennung tber eine PAGE eine
unscharfe Bande. Dies deutet auf uneinheitliches Molekulargewicht der Molekile in dieser Spur
hin, was seine Ursache in der Phosphorylierung des Proteinfragmentes haben kann. Diese
Vermutung konnte durch Phosphatasebehandlung der aus der Oozyte isolierten Proteine vor ihrer
gelelektrophoretischen Auftrennung bestétigt werden. Die unklare Bande konnte zu einer scharfen
Bande Uberfuhrt werden. Der "Schmier” findet sich bereits zum Zeitpunkt t=0, an dem sich das
Protein maximal 10 min in der Oozyte befunden hatte. Zudem findet sich die phosphorylierte
Form des Proteins sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma. Die Phosphorylierung des
Fragmentes (AS 1076-1749) muss unmittelbar nach der Injektion in die Oozyten stattgefunden
haben, da ein Kontrollgel des in vitro translatierten Fragmentes vor der Injektion eine einzige
scharfe Bande zeigte (nicht gezeigt). Innerhalb der Sequenz dieses Proteinfragmentes (AS 1076-
1749) befinden sich mehrere konservierte serinreiche Abschnitte, die mégliche Zielsequenzen von
Kinasen darstellen.
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Abb. 4.29: Ergebnis der Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisation von Xshn3
Proteinfragmenten in  Xenopus Oozyten. (A) Schematische Darstellung der Xshn3
Proteinfragmente, deren subzellulére Lokalisation in Xenopus Oozyten untersucht wurde. Vertikale
Balken stellen die Position der Zinkfinger-Doménen dar. Die Zahlen bezeichnen die
Aminosdurebereiche der Fragmente. Zusédtzlich waren die Fragmente aminoterminal Myc-
epitopmariert. (B) Subzellulére Lokalisation von Xshn3 Proteinfragmenten in Xenopus Oozyten. In
vitro translatierte, Myc-Epitop- und radioaktiv markierte Fragmente des Xshn3 Proteins wurden in
das Zytoplasma bzw. in den Zellkern von Oozyten des Stadiums 5 bis 6 mikroinjiziert. Sofort, nach
6 h oder 24 h wurden Kern (N) und Zytoplasma (C) von je 10 Oozyten manuell voneinander
getrennt, die injizierten Proteine durch Immunprazipitation aufgereinigt und in einer SDS
Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Gel wurde gegen eine Autoradiographieplatte exponiert. PPase,
| -Phosphatase
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Zwei Proteinfragmente (AS 1880-2578 und AS 2119-2578) decken den Carboxyterminus von
Xshn3 ab. Belde Fragmente werden nicht in den Zellkern importiert aber vollstandig exportiert.

Xshn3 besitzt in der Xenopus Oozyte klar definierte Import- und Exportaktivitaten, die in weit
voneinander entfernten Regionen des Proteins lokalisiert sind. Es wurde daher innerhalb der
Xshn3 Peptid-Primarsequenz nach Elementen gesucht, die mogliche Import- oder Exportsignale
darstellen konnten.

Innerhalb des aminoterminaen, importierten Proteinfragmentes konnte eine Signalsequenz
identifiziert werden, die dem basischen SV40- oder Nukleoplasmin-Typ eines Importsignals
entspricht. Es finden sich in der Region weitere basische Aminosauren, insgesamt bel AS 46-68.
Die Sequenz ist: KGVKRKKIVTENHLKKIPKSPLR. Die basischen Aminosduren sind
hervorgehoben, das NL S des SV40-Typs ist doppelt unterstichen. Diese Sequenz ist innerhalb der
HIV-EP1 Gruppe von Vertebraten Proteinen weitgehend konserviert (vgl. Abb. 4.12).

Das zweite untersuchte Proteinfragment (AS 426-1075) Uberlappt in seinem Aminoterminus Uber
einen Bereich von 226 Aminosauren mit dem Fragment (AS 1-652). Dieses zwete
Proteinfragment zeigt weder Export- noch Importaktivitét. Dies bestétigt die Vermutung, dass die
fir den Import verantwortliche Signalsequenz aus dem Fragment (AS 1-652) in dessen
Aminoterminusvor AS 426 liegt.

Im Fragment (AS 426-1075) konnte ein in Vertebraten konservierter basischer Sequenzabschnitt
der Sequenz RKRRKMK (AS 988-994) identifiziert werden. Diese Sequenz enthalt eine Import-
Konsensussequenze des SV40 Typs (KK/RXK/R). Das Xshn3 Fragment zeigt dagegen kaum
Importaktivitét in der Xenopus Oozyte. Im Xshn3-Fragment AS 1076-1749 findet sich ebenfalls
ein putatives NLS bel AS 1225-1234. Hier, in der Sequenz KLPPKKKRIR, Uberlappen zwel
Kernlokalisationssignale des SV40 Typs. Das diese Sequenz enthaltende Proteinfragment wird in
der Oozyte schwach importiert.

Die beiden carboxyterminalen Xshn3 Proteinfragmente werden in der Oozyte vollsténdig
exportiert. Ein mogliches Exportsignal wird daher im Uberlappungsbereich beider Fragmente
Vermutet.

Charakteristische Exportsignale des Rev-Typs enthaten eine Leucin-reiche Sequenz, die vier
charakteristisch angeordnete L eucin-Seitenketten der Sequenz LXXLTL (Ubersichten in Gorlich
und Kutay, 1999; Kaffmann und O"Shea, 1999). Derartige Signale kommen in den HIVV1 und -2
Rev Proteinen vor und im Protein TFIHA (Sequenzvergleich in Fridell et al., 1996), sowie in den
Proteinen PKI (vgl. Wen et al., 1995) und IkB (Haskill et al., 1991). Das genannte Motiv ist
allerdings oft degeneriert oder in anderen Proteinen gar nicht zu finden. Im Carboxyterminus von
Xshn3 findet sich kein derartiges Motiv, jedoch die Sequenz LTL. Eine Gegenuberstellung der
Exportsignale des Rev-Typs verschiedener Proteine ist in Abb. 4.30 dargestellt. Ebenfalls
dargestellt ist ein &nlicher Sequenzbereich aus dem Xshn3 Protein.
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HIV1Rev (hs) QLPPLERLTLD -84
HIV2 Rev (hs) TIQHLQGLTIQ -8
TFIIA (X)) NGSLLDKLTIQ  -Cterm
TFIIA (ba) PLPVLENLTLK  -C-term
PKI (hs) ALPPLERLTLE -4
IkB (hs) IQQQLGQLTLE ~ -275
Xshn3 (x1) POIHPSGLTLN  -2389

Abb. 4.30: Gegeniiberstellung von Kernexportsignalen des Rev-Typs ver schiedener Proteine.
(Sequenzvergleiche aus Fridell et al., 1996; Wen, 1995; Haskill et al., 1991). Darunter eine dhnliche
Sequenz aus dem Carboxyterminus von Xshn3 dargestellt. Rechts ist die Position der letzten
Aminoséure innerhalb des Gesamtproteins angegeben.

Exportsignale besitzen jedoch nicht immer einheitliche Sequenzcharakteristika. Gelegentlich
finden sich hydrophobe, Leucin-reiche Sequenzen als Exportsignade (Michad e al., 1997,
Tabernero et al., 1996; Tang et al., 1997). Innerhalb des Carboxyterminus von Xshn3 findet sich
ein konservierter, hydrophober Bereich von 21 Aminosduren, der vier Leucine und sechs
Isoleucine enthdlt. Die Sequenz ist: IPGLQILNIALPTLIPSISPI (AS 2410-2430). Eine éhnliche
Sequenz ist nicht as Kernexportsignal bekannt. Es lésst sich nicht voraussagen, ob hier ein
Exportsignal lokaliert ist.

Die Versuche gaben weiterhin Hinwelse auf eine Phosphorylierung des Xshn3 Proteins in seinem
mittleren Bereich. Wie in Kap. 4.1.3 dargestdlt, ist Xshn3 reich an putativen
Phosphorylierungsstellen fur verschiedene Proteinkinasen. Innerhalb des in der Oozyte
offensichtlich phosphorylierten Sequenzbereiches befindet sich ein aufféllig Serin-reicher
Sequenzabschnitt der Sequenz SSAESSFDSTISRSLSRESSLSRASSFSAS (AS 1241-1270,
putative Phosphorylierungsstellen rot). Dieser Bereich kann durch mehrere Proteinkinasen
modifiziert werden: CaMIl (4x), CKI (5x), GSK3 (6x) und PKA (3x) (nach SIB:
www.expasy.org). Eine Funktion dieser mdglichen Modifikationen ist nicht abzuleiten.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisseist in Abb. 4.31 dargestellt

Serim-reicher
Bereich

Kernimpori Kermexpanrt
CH, GHO \‘]r/ oy

Xshm3 1|
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ECVEREEIV REREEME ELFPEEERIR D GE DEMEA
BV40 SV40 2%SV40 FISEPORIFE

Abb. 4.31: Ergebnisse der Untersuchung zur subzellularen Lokalisation von Xshn3
Proteinfragmenten in Xenopus Oozyten. Der Querbalken stellt die Primarsequenz von Xshn3 mit
Position der Zinkfinger Doménen (Kasten) dar. Regionen mit Import- bzw. Exportaktivitdt sind
durch Ovale gekennzeichnet. Darunter sind mdgliche Import- und Exportsignale und ihre Position
innerhalb des Xshn3 Porteins dargestellt. Basische Aminosduren sind gelb hinterlegt. NLS
Konsensussignale des SV40 Typs sind gekennzeichnet. Hydrophobe Aminosduren sind rot
hinterlegt. Die Position eines Serin-reichen Bereiches ist angegeben.




4. Ergebnisse 97

Eslasst sich zusammenfassen, dass einzelne Fragmente von Xshn3 in der Xenopus Oozyte klar
definierte Kernimport- und -exportaktivitdten besitzen. Die mdglichen Signalsequenzen hierfir
sind in weit voneinander entfernten Regionen des Proteins lokalisiert. Weitere konservierte
Kernlokalisationssignale des SV40 Typs im mittleren Bereich von Xshn3 zeigen in der Oozyte
nur schwache Aktivitét.

Fir das Gesamtlangenprotein bedeuten die Import- und Exportaktivitét, dass eine Lokalisation
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma moglich sein kénnte. Denkbar ist, dass Gber den
Phosphorylierungsstatus von Xshn3 dessen subzellulére Lokaisation und Aktivitd als
Trankriptionsfaktor reguliert werden konnte.

Fir das Sauger-Protein HIV-EP1 wurden Spleif3varianten beschrieben, die entweder fir den
aminoterminalen oder den carboxyterminalen Bereich des Proteins kodieren wirden (Muchardt et
al.,1992; Kantorow et al., 1993). Unterschiedliche Proteinfragmente konnten moglicherweise in
unterschiedlichen Zellkompartimenten verschiedene Aktivitéten besitzen.

45. Interaktion von Xshn3 mit Smad Proteinen

In Drosophila vermittelt das Protein Mad die Information des extrazelluléren Liganden Dpp in
den Zellkern. Im Zellkern assoziiert Mad u.a. mit Schnurri, um die Expression von brinker zu
reprimieren (Marty et al., 2000) und die Aktivierung des ubxB Promotors zu bewirken (Dai et al.,
2000). Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass Mad und Schnurri direkt miteinander
interagieren (Udagawaet al., 2000; Dai et al., 2000), wobel eine diskrete Mad-Interaktionsdoméne
innerhalb des Schnurri Proteins lokalisiert werden konnte. Diese liegt im Sequenzbereich von AS
1441-1635, welcher sich zwischen dem isolierten C,HC Zinkfinger und der zweiten
Doppel zinkfingerdomane befindet. Mad interagiert Uber seine MH2 Doméane mit Schnurri (Dal et
al., 2000). In transfizierten COS-Zellen konnte Schnurri im Zellkern nachgewiesen werden. Eine
Interaktion mit ko-transfiziertem Mad Protein zeigte in diesem System keine Abhangigkeit der
Interaktion von der Aktivierung des Mad-Signaweges durch zusétzlich ko-transfizierten Tkv-
Rezeptor (Dai et al., 2000).

Wegen der hohen Konservierung der TGFb Signalwege zwischen Vertebraten und Invertebraten
wurde vermutet, dass die Schnurri-homologen Proteine HIV-EPL, -2 und -3 mit Vertebraten-Smad
Proteinen interagieren. Ebenso war denkbar, dass diese Interaktion in Abhangigkeit von der
Aktivierung der R-Smad Proteine dettfindet, die einen Kerntransport des heteromeren R-
Smad/Smad4 Komplexes bewirkt.

In den folgenden Versuchen sollte eine in vivo Interaktion zwischen dem zu HIV-EP1 homologen
Protein Xshn3 und den Smad-Proteinen der V ertebraten untersucht werden. Aminoterminal MT-
epitopmarkierte Fragmente des Xshn3 Proteins wurden hierfir zusammen mit aminoterminal
Flag-epitopmarkierten Smad Proteinen in Xenopus Embryonen Uberexprimiert. Den Xshn3
Protei nfragmenten wurde aminoterminal zusétzlich ein heterologes Kernlokalisationssignal (NLS)
angeftgt. Die untersuchten Smad Proteine Smad1l bis -7 stammten aus Xenopus, der Maus und
dem Menschen (s. Kap. 2.3). Eine Vielzahl von Untersuchungen bestétigte eine funktionelle
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Konservierung der Proteine Uber Speziesgrenzen hinaus, z.T. sogar zwischen Xenopus und
Drosophila (Newfeld et al., 1996). Zusédtzlich zu den Smad Proteinen und den Schnurri
Fragmenten wurden die TGFb-Liganden Aktivin bzw. BMP4 koinjiziert, um die jeweiligen R-
Smad Proteine maximal durch Phosphorylierung zu aktivieren. Die in vivo Interaktionen zwischen
Xshn3 und Smad Proteinen in Xenopus Embryonen wurden im Gastrula Stadium untersucht, da
zu diesem Zeitpunkt Smad-Proteine nachweislich auch durch endogene TGFb Liganden aktiviert
sind und die Musterbildung des Mesoderms wéhrend dieser Zeit stettfindet (Faure et al., 2000).

Abb. 4.32 zeigt schematisch die acht Xshn3 Proteinfragmente, die in die Interaktionsstudien
eingesetzt wurden. Der Ubersichtlichkeit halber werden die Fragmente im Folgenden als Xshn3-
Fragment 1 bis -Fragment 8 bezeichnet.

1 1] ] H ] 2578

@I i AS 1-652

@ ( | | 1/ AS1-1075
©] | — AS 426-1075
@, l ] AS 542-1749
@ ( ) AS 1076-1749
® | .| AS1076-2119

@QOE———— ~rsis0257s

(8 As2119-2578

Abb. 4.32: Schema der fir diein vivo Interaktionsstudien mit Smad Proteinen eingesetzten Xshn3
Proteinfragmente. Schwarze Balken bezeichnen Zinkfinger des C,H, Typs. Gewirfelte Baken
zeigen die Position des C,HC Zinkfingers. Rechtsist die Position der Fragmente innerhalb des
Gesamtproteins in Aminosauren angegeben. Zusétzlich waren alle Fragmente aminoterminal mit
einem heterologen Kernlokalisationssignal (NLS) und einem MT Epitop versehen. Zur
Ubersichtlichkeit werden die Fragmente im Folgenden mit Fragment 1 bis Fragment 8 bezeichnet.

45.1 Interaktion von Xshn3 Proteinfragmenten mit aktivierten Smad Proteinen

Um Interaktionen zwischen Xshn3-Fragmenten und Smad Proteinen nachzuweisen, wurden
mikroinjizierte Xenopus Embryonen im Stadium NF 11 homogenisiert, eine Immunprazipitation
gegen Fag-epitopmarkerte Smad Proteine durchgefuhrt und koprézipitierte M T-epitopmarkierte
Xshn3 Fragmente nach einem Western Blot immunol ogisch nachgewiesen.

In den folgenden Versuchen wurde die Interaktion einzelner aktivierter R-Smads, Smadl, -2, -3
und -5, mit Xshn3 untersucht. Die Interaktionsstudien mit dem Ko-Smad, Smad4, und den Anti-
Smads, Smad6 und -7, erfolgte ohne Koexpression von TGFb Liganden.

AlsKontrolle fur eine spezifische Interaktion der Smad Proteine mit einem koinjizierten Protein
wurde die Interaktion von Smad Proteinen mit FAST-1 untersucht. Dieser "winged-helix"
Transkriptionsfaktor kooperiert spezifisch mit Smad2 und -3 und reguliert die Aktivitét u.a. des
goosecoid (gsc) Promotors (Chen et al., 1996, 1997; Yeo et al., 1999). Abb. 4.33 zeigt das
Ergebnis dieser Untersuchung.
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Myc-FAST-1 + + + + + -
Flag-Smad- 1 2 3 4 5 -

aFlag-IP ——  — - FAST-1
aMycBlot

EE-H- - FAST-1
e K - Smad4
esamtextrakte

aFlag-Blot und B o

aMycBlot - H

Smad1 und -2
Smad3 und -5

Abb. 4.33: Ko-Immunoprazipitation von MT-FAST-1 mit Smad Proteinen aus mikroinjizierten
Xenopus Embryonen des Stadiums 11. Embryonen wurden im 2-Zell Stadium mit 0,7 ng Flag-
Smad mRNA und 1 ng MT-FAST-1 mRNA injiziert. Im Stadium NF 11 wurden je 10 Embryonen
homogenisiert und eine Immunoprézipitation gegen Flag-epitopmarkierte Smads durchgefihrt.
Koprézipitiertes MT-FAST-1 wurde in einem anschlielenden Immunoblot nachgewiesen. (A)
Koprézipitiertes MT-FAST-1. (B) Gesamtextrakte von je einem Embryo wurden in einem
Immunoblot mit a-Flag und a-MT Antikorpern auf die Expression der Uberexprimierten Proteine
hin untersucht.

Die Interaktionsstudie zwischen FAST-1 und Smad Proteinen zeigte aul}er starken Signalen fir
Smad2 und -3 auch schwache Signale fir Smad4 und -5. Die letztgenannten zwe Interaktionen
sind nicht aus der Literatur bekannt.

In den Untersuchungen zur Interaktion von Smad Proteinen mit Xshn3 Fragmenten konnte
eindeutig und wiederholt eine Kopréazipitation einzelner Xshn3 Fragmente nachgewiesen werden.
Eine Zusammenstellung der durchgefiihrten Experimente und der erhaltenen Ergebnisse findet
sichin Abb. 4.34.

I nteraktions- I nteraktions- . .

Domane | Domane I I nteraktion mit Smads
1[ “ E — “ | — 2578 R+ Ko R @B M
234 154 1 2 3 4 56 7
Or—— ) +# - - - - - - -
@QrC—iH——f ) - = = = = = = -
rC——E4 88_______
| + - o o o o
= @:ﬁ + + o+ 4+ + + + - -
[ I +H - - - - -
@ﬁ ® )+ - -+ - - -
B—— + o+ o+ + 4+ + - - -
FAST-1 — + + -+ + HH) - -

Abb. 4.34: Schematische Darstellung der mit Smad Proteinen interagierenden Xshn3
Proteinfragmente und FAST-1. Links sind die Struktur des Xshn3 Proteins und die fir
Intaraktionsstudien verwendeten Proteinfragmente dargestellt. Die Position von zwe Smad-
Intraktionsdoméanen innerhalb des Xshn3 Proteins sind durch graue Felder gekennzeichnet. Rechts
sind die Ergebnisse der Interaktionsstudien dargestellt. Beobachtete Interaktionen sind durch ein (+)
dargestellt. Die Ergebnisse beziehen sich jeweils auf die auf gleicher Hohe links dazu dargestellen
Xshn3 Proteinfragmente. R, R-Smad (Smadl, -2, -3, -5); Ko, Ko-Smad (Smad4); Anti, anti-Smad
(Smadé und -7).
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Bel den Untersuchungen der Interaktion einzelner Smad Proteine mit Xshn3 Fragmenten
kopréazipitierten das Fragment 5 und das Fragment 8 eindeutig und wiederholt mit fast dlen R-
Smads und mit Smad4. Keine Interaktion konnte zwischen Xshn3 Fragmenten und den Anti-
Smads Smad6 und -7 nachgewiesen werden. Abb. 4.35 zeigt beispielhaft die Untersuchung der
Interaktion von Flag-Smad5 mit den NLS-MT-Xshn3 Fragmenten 1-8. Als Kontrolle diente hier
wieder FAST-1, das auch hier, wiein Abb. 4.33 gezeigt, mit Smad5 koprazipitierte.

A Xshn3 Fragmente %‘
1 2 3 4 5 6 7 8 & -
- 211 kDa
p— - 128 kDa
- 84 kDa
.
— ik e
B Xshn3 Fragmente %‘
1 2 3 4 5 6 7 8 & -
- 211 kDa
R ™
.k

K * . = 128 kDa
= -

S ey @ |-

Abb. 4.35: Nachweis der in vivo Interaktion von Xshn3 Proteinfragmenten mit aktiviertem
Smad>5. 1-4 ng NLS-MT-Xshn3-Fragment mRNA oder MT-FAST-1 mRNA und 0.7 ng Flag-Smad
MRNA wurden in beide Blastomere von Xenopus 2-Zell Stadien mikroinjiziert. (A) Im Stadium NF
10.5-11 wurde auf dem Extrakt von je 10 Embryonen eine Ko-Immunoprézipitation gegen Flag-
epitopmarkiertes Smad5 durchgefihrt. In einem Immunoblot wurde koprézipitiertes MT-Xshn3
bzw. MT-FAST-1 nachgewiesen. (B) Je 7 Embryonen wurden homogenisiert und das Aquivalent
eines Embryos einem Immunoblot gegen MT-epitopmarkertes Xshn3 bzw. FAST-1 unterzogen.

Innerhalb der Versuche trat eine gewisse Varianz der Ergebnisse auf. Nachgewiesene
Interaktionen konnten nicht in jedem Experiment bestétigt werden. Ein mdglicher Grund hierfir
konnte in der relativen Grofie der Xshn3-Proteinfragmente liegen, die zwischen 60 kDa und 144
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kDa lag. Komplexe aus grofReren Proteinen konnen in Ko-Immunoprézipitationen als
grundsétzlich weniger stabil angesehen werden als Komplexe kleinerer Proteine.

So konnten keine Komplexe aus X shn3-Fragment 4 und -6 mit Smad5 nachgewiesen werden,
obwohl beide Fragmente mit dem Fragment 5 Uberlappen, welches selbst koprézipitierte. Eine
weitere Ursache fur eine erschwerte K oprézipitation der grof3eren Fragmente konnte auch in der
geringeren Intensitét ihrer Expression im Xenopus Embryo zu finden sein. In Abb. 4.35ist zu
erkennen, dass in Gesamtextrakten injizierter Embryonen die grof3en Fragmente in offensichtlich
geringerer Konzentration vorlagen. Eine gleichmaliige Expressionsstérke aller Xshn3 Fragmente
konnte nicht in allen Fallen durch Injektion grof3erer Mengen der fir die grofl3eren Fragmente
kodierenden mRNAs ausgeglichen werden.

Aufgrund der geringeren Expressionsstarke der grofderen X shn3 Fragmente und aufgrund der
geringeren Stabilitét von Komplexen grof3erer Proteine kann vermutet werden, dass in den
gewahlten Versuchsbedingungen eine Interaktion der Xshn3-Fragmente 4 und -6 mit Smad5 nicht
nachzuweisen war. Dasselbe gilt fur die Interaktion der Fragmente 4 und 6 mit den anderen R-
Smads und mit Smad4.

Im Verlauf mehrerer Versuchsreihen fiel auf, dass das Xshn3-Proteinfragment 7, welches die
carboxyterminale Doppel zinkfinger Domane sowie den Smad-Interaktionsbereich aus Fragment 8
umfasst, nur selten in Gesamtextrakten injizierter Embryonen nachzuwei sen war. Bereits wahrend
der Aufarbeitung der Embryonen im Gastrula Stadium fiel auf, dass die mit Xshn3-Fragment 7
MRNA injizierten Embryonen Uberdurchschnittlich haufig Gastrulationsdefekte zeigten und
starben. Bereits vergleichsweise geringe Mengen der mRNA dieses Fragmentes (1 ng) fuhrten
zum ZédlItod, was den Nachweis der Interaktion mit Smad Proteinen erschwerte. Die Kombination
der Smad-Interaktionsdoméne oder anderer im Carboxyterminus gelegener Proteindomanen mit
der DNA-bindenden Zinkfinger Doméne vermittelten dem Protein moglicherweise zusétzliche
Eigenschaften, die sich as starke Beeintrachtigung der Gastrulationsbewegungen im friihen
Embryo auswirkten und zum Zelltod fiihren kénnen (vgl. hierzu Kap. 4.6).

Eslasst sich zusammenfassen, dass die X shn3-Proteinfragmente 5 und 8 in vivo mit aktivierten R-
Smad Proteinen und mit Smad4 interagieren. Keine Interaktion konnte zwischen Fragment 8 und
Smad5 sowie zwischen den antagonistisch wirkenden Smads 6 und -7 und den Xshn3
Proteinfragmenten detektiert werden.

4.5.2 Interaktion von Xshn3 Proteinfragmenten mit Komplexen aktivierter Smad
Proteine

Rezeptor-aktivierte R-Smad Proteine bilden einen Komplex mit dem Ko-Smad Smad4, mit dem
sie gemeinsam in den Zellkern importiert werden. In diesen Komplexen kooperieren die Aktivin-
vermittelnden R-Smads -2 und -3, bzw. die BMP-vermittelnden Smads -1 und -5 mit Smad4. Da
diein vivo Aktivitdt von Smad Proteinen auf einer Kooperation von R-Smads mit Smad4 beruht,
sollte untersucht werden, ob Xshn3-Fragmente auch mit Komplexen aktivierter Smad Proteine
interagieren. Zu diesem Zweck wurden Xshn3-Fragmente zusammen mit mehreren Smad
Proteinen und den aktivierenden Liganden in Xenopus Embryonen Gberexprimiert und eine Ko-
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Immunoprézipitation versucht. Diese Versuche sollten die in vivo Situation aktivierter Smad
Komplexe reflektieren.

Nach einer Koprézipitation von Xshn3-Fragmenten mit Smad2, -3 und -4 konnten ale acht Xshn3
Fragmente im Western Blot detektiert werden (Abb. 4.36). Fragment 5 und 8 zeigten auch hier die
starksten Interaktionen mit den Smad Komplexen, was das Vorhandensein von Smad-
Interaktionsdoménen in diesen Fragmenten unterstreicht. Weiterhin wurden die mit den
Fragmenten 5 und 8 Uberlappenden grof3eren Proteinfragmente 4 und 6 ebenfals koprazipitiert.
Das Xshn3-Fragment 7 verursachte in diesem Experiment kein Absterben der Embryonen, so dass
eine Koprézipitation auch mit diesem Fragment gelang.
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Abb. 4.36: Nachweis der in vivo Interaktion von Xshn3 Proteinfragmenten mit aktivierten
Smad-Komplexen aus Smad2, -3 und 4. 2-3 ng NLS-MT-Xshn3-Fragment mRNA, 0.7 ng Flag-
Smad mRNA und 0.5 pg Activin mRNA wurden in beide Zellen von 2-Zell Embryonen injiziert. Im
Stadium 11 wurden je 10 Embryonen homogenisiert und eine Immunoprézipitation gegen Flag-
epitopmarkierte Smads durchgefihrt. Koprézipitierte MT-Xshn3 Fragmente wurden in einem
anschlieRenden Immunoblot nachgewiesen. Als Kontrolle diente das MT-epitopmarkierte Protein
Fast-1, welches mit Smad2 interagiert. (A) Ergebnis der Ko-lmmunprazipitation. Banden fir
koprézipitierte Proteinfragmente sind durch Sterne markiert. Rechts ist die Proteingréf3e von
Markerproteinen angegeben. (B) Immunoblot gegen die MT-epitopmarkierten Xshn3 Fragmente
und MT-Fast-1 aus Gesamtextrakten injizierter Embryonen. 7 injizierte Embryonen wurden wie in
(A) homogenisiert und das Aquivalent eines Embryos in einem Western Blot analysiert. Banden der
Xshn3 Proteinfragmente sind durch Sterne markiert.
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Esfielen hier weiterhin die deutlich erkennbaren Signale der Xshn3 Fragmente 1, 2 und 3 in Abb.
4.36 auf. Eine Interaktion mit Smad Proteinen war fUr diese Fragmente bisher nicht nachgewiesen
worden. Die drei Fragmente Uberlappen miteinander Uber einen Bereich von 227 Aminosauren.
Moglicherweise liegt in diesem Bereich carboxytermina der ersten Doppelzinkfinger Doméne
eine weitere, mit Smad Proteinen mit geringerer Affinitét interagierende, Proteindomane, die in den
bisher dargestellten V ersuchen nicht nachgewiesen werden konnte.

Eine weitere Erklarungsmdglichkeit ergdbe sich aus dem Versuchsansatz, der einen Nachwels
einer in vivo Interaktion zwischen den Proteinen anstrebte. Die untersuchten Xenopus Embryonen
enthielten ale wahrend der Musterbildung des Mesoderms benétigten endogenen Proteine und
Faktoren. Es ist daher denkbar, dass die Interaktion zwischen aktivierten Komplexen aus Smad
Proteinen und X shn3-Fragmenten durch Assoziation von weiteren Proteinen stabilisiert wurde und
dies eine Koprazipitation und Transkriptionsfaktoren erleichterte.

Welterhin ist denkbar, dass vermittelnde Kofaktoren nur an Smad-Komplexe aus R-Smads plus
Ko-Smad binden und nicht Einzel-Smads, und dartiber eine indirekte Assoziation der Xshn3
Fragmente 1, 2 und 3 mit den Smad-Komplexen im Embryo zustande kam. Da Smads mit einer
Viezahl von Proteinen kooperieren (vgl. Einleitung), ist eine Bildung von Xshn3-enhaltenden
Proteinkomplexen hoherer Ordnung in Xenopus Embryonen nicht auszuschlief3en.

Es fid weterhin auf, dass auch FAST-1 im Komplex aus Smad2, -3 und -4 sehr vid stérker
koprézipitierte als mit Smad2 oder -3 allein. Auch dies ist ein Hinwels auf eine Kooperativitéat der
Smad Proteine und zeigt, dass in vivo Komplexe aus Smads die Grundlage fur Interaktionen mit
K ofaktoren bilden konnten.

Die Position der Smad-Interaktionsdomanen innerhalb von Xshn3 ist in Abb. 4.37 dargestelit.
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Abb. 4.37: Schematische Darstellung von Xshn3 und der Position ermittdter Smad-
Interaktionsdomanen. Der lange Querbalken stellt die Primarsequenz von Xshn3 dar. Ovale
kennzeichnen die Proteinregionen, die in vivo mit R-Smad Proteinen und mit Smad4 interagieren.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass sich epitopmarkierte Xshn3 Proteinfragmente in
vivo im Komplex mit R-Smad Proteinen und mit Smad4 nachweisen lassen. Zwe interagierende
Bereichelassen sich im Xshn3 Protein beschreiben. Sie liegen im mittleren Bereich des Proteins
bei AS 1076-1749 (Fragment 5) und bei AS 1880-2578 (Fragment 8). Die genannten
Proteinfragmente kopréazipitieren effektiver mit Komplexen aus R-Smads mit Smad4 als mit R-
Smads oder Smad4 dlein. Sequenzvergleiche der Smad-Interaktionsbereiche zeigen keine
Sequenzverwandtschaft zur Mad-1nteraktionsdomane im Drosophila Schnurri Protein.
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4.5.3 Abhéangigkeit der Xshn3-Smad Interaktion von der Aktivitat des Smad
Signalweges

Die Fahigkeit von R-Smad Proteinen, Komplexe mit Transkriptionsfaktoren einzugehen, setzt eine
Rezeptor-regulierte Smad-Phosphorylierung voraus. Im folgenden Versuch sollte ermittelt werden,
ob auch die Assoziation von Smad Proteinen mit Xshn3 Fragmenten von der Aktivierung der
Smad Proteine abhangt. Hierzu wurden mit den Smad Proteinen Aktivatoren oder Inhibitoren ihrer
Phosphorylierung durch die Rezeptoren koinjiziert und méglicher Interaktion mit einzelnen Xshn3
Proteinfragmenten in  einer Ko-Immunoprézipitation untersucht. Als Aktivator der
Phosphorylierung von Smad1l diente der Ligand BM P4, fur eine Aktivierung von Smad2 wurde
Activin koinjiziert. FUr eine Inhibition der Smad1-Phosphorylierung wurde ein kinasedefizienter
BM P4-Rezeptor koinjiziert. Ein solches funktionsunfahiges Protein soll nach Uberexpression im
Embryo die Funktion des endogenen Proteins quantitativ Gbervorteilen und "dominant-negativ"
wirken. Analog hierzu sollte ein kinasedefizienter Aktivin Rezeptor die Phosphorylierung von
Smad?2 unterbinden. Als weitere Inhibitoren der Aktivitat von R-Smads wurden die Anti-Smads
Smad6 und -7 koinjiziert. Diese verhindern die Aktivierung von R-Smads, indem sie stabil mit den
Rezeptor-Kinasen interagieren und die Komplexbildung von R-Smads mit Smad4 unterbinden.

Folgende Interaktionen wurden getestet:

Xshn3 Smad Aktivatoren und Repressor en
NLS-MT-Xshn3 Flag-Smad BMP4 dn-BR Aktiv. dnAR Smad6 Smad7
NLS-MT-Xshn3 Flag-Smad1 + +
Fragm. 5 Flag-Smad1 + Flag-Smad4 + + + +

Flag-Smad2 + + + +
Flag-Smad2 + Flag-Smad4 + + + +
Flag-Smad3 + +
Flag-Smad3 + Flag-Smad4 + +

NLS-MT-Xshn3 Flag-Smadl + +
Fragm. 8 Flag-Smad1 + Flag-Smad4 + +
Flag-Smad2 + + + +
Flag-Smad2 + Flag-Smad4 + +
Flag-Smad3 + +
Flag-Smad3 + Flag-Smad4 + +

Tab. 4.4: Auflistung der durchgefiihrten Untersuchungen zur Abhéangigkeit der Interaktion von
Xshn3 Fragmenten mit Smad Proteinen von der Aktivitat des Smad Signalweges. In einer Reihe
dargestellt sind die Xshn3 Fragmente und die mit ihnen koinjizierten Smad Komponenten. Zu
diesen wurden einzeln die rechts davon angegebenen Aktivatoren oder Inhibitoren der Smad
Signalwege koinjiziert. Folgende mRNA-Mengen wurden injiziert: NLS-MT-Xshn3: 2 ng; Smadl, -
2,-3: 0.7 ng; BMP4: 0.1 ng; dnBR (dominant-negativer BMP-Rezeptor): 2 ng; Activ. (Activin):
0.01 ng: dnAR (dominant-negativer Activin Rezeptor): 2 ng; Smad6, -7: 0.5 ng.
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In wiederholten Versuchen zeigte sich in keinem Fal ein Einfluss der koinjizierten Aktivatoren
oder Inhibitoren des Smad Signalweges auf die Menge der mit dem epitopmarkierten Smad
Protein koprézipitierten NLS-MT-Xshn3 Fragmenten. Beispielhaft sind die Ergebnisse einiger
Untersuchungen in den Abb. 4.38 dargestellt.

Xshn3 Fragm. 5+ Smad1 Xshn3 Fragm. 5 + Smad1 + Smad4

NLSMyc-Fragm. 5 + + + + NL SMyc-Fragm. 5 + + + +
Flag-Smad1 + + + + Flag-Smad1 + + + +
BMP4 + + Flag-Smad4 + + + +
dn BM P-Rezeptor + + BMP4 + +
dn BMP-Rec. + +
aFlag-1P oFlag-IP
it L L aMye Blo
Gesamtextrakte “ “ “ “
Coomioace [ M R | | o
Gesamtextrakte f— —— — |20 STad 4
cRagBiot W s e Gesamtextrekte
: aFlag-Blot gy _FIag-Smadl

Xshn3 Fragm. 8 + Smadl

Xshn3 Fragm. 8 + Smadl + Smad4

NLSMyc-Fragm. 8 + + + + NLSMyc-Fragm. 8 + + + +
Flag-Smad1 + + + + Flag-Smad1 + + + +
BM P4 + + Flag-Smad4 + + + +
dn BMP-Rec. + + BMP4 + +
dn BMP-Rec. + +
A fuo, -
aMyc-Blot - - -— aMyc-Blot
Gesamtextrakte Gesamtextrakte
aMyc-Blot - - -'- aMyc-Blot
Gesamtextrakte P — Gesamtextrakte u “ n Flag-Smad4
aFlag-Blot - aFlag-Blot ———
Abb. 4.38: Untersuchung zur Abhéangigkeit der in vivo Interaktion von Xshn3

Proteinfragmenten mit Smad Proteinen von der Aktivitét des Smad Signalweges. In der Legende
zu Tab. 4.3 angegebene mMRNA-Mengen wurden in Xenopus zwei-Zell Stadien injiziert und die
Interaktion von Xshn3 Proteinfragmenten mit Smad Proteinen durch Ko-lmmunopréazipitation im
Stadium NF 11 nachgewiesen.

In Abb. 4.38 ist zu erkennen, dass eine Koinjektion z.B. von Liganden der TGFp Familie oder
von dominant-negativen Rezeptoren keinen Einfluss auf die Menge koprézipitierten Xshn3
Proteins hatte. Eine mogliche Ursache konnte in der massiven Uberreprasentierung der injizierten
Proteine in den Zellen des Embryos liegen. Dies kénnte die zelluléren Transportmechanismen
Uberfordern, so dass es zu einer Vertellung der Proteine sowohl im Zytoplasma als auch im
Zéellkern kame. Durch einfache Uberexpressionsstudien ist bekannt, dass die in vivo Aktivita von
Smad Proteinen durch einfache Uberexpression nachvollzogen werden kann (z.B. Baker und
Harland, 1996). Esist daher moglich, dass die in den eigenen Versuchen konstitutiv erscheinende
Interaktion von Smad Proteinen mit Xshn3 Fragmenten nicht die tatséchliche Situation der
endogenen Proteine widerspiegelt.
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4.6  Uberexpressionsexperimente mit Xshn3 Fusionskonstrukten im Xenopus
Embryo

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Interaktion von Xshn3 Proteinfragmenten mit Smad
Proteinen hatten Uber diese Fragestellung hinaus einen Hinweis auf eine Aktivitét von Xshn3in
der Musterbildung von Xenopus Embryonen gegeben. Es war aufgefalen, dass die
Uberexpression des Xshn3-Fragmentes 7 (AS 1880-2578) iberdurchschnittlich haufig zu
Gastrulationsdefekten und zum Tod der Embryonen fuhrte (vgl. Kap. 4.5). Das Proteinfragment 7
enthdlt die carboxyterminale Zinkfingerdomane sowie den Carboxyterminus von Xshn3 inklusive
der hier gelegenen Smad-Interaktionsdomane. Im Vergleich zu Fragment 7 hatte Fragment 8,
welches den Smad-Interaktionsbereich ohne die Zinkfinger Doméne umfasst, keinen
offensichtlichen Effekt auf die frihe Entwicklung von Embryonen. Die Ursache fir die Defekte
ist moglicherweisein der Kombination der Zinkfinger Domane mit weiteren carboxyterminal
gelegenen Proteindomanen, darunter auch einer Glutamat/A spartat-reichen Domane, zu suchen.

Die carboxyterminale Zinkfinger Doméne von Xshn3 bindet mit hoher Wahrscheinlichkeit
sequenzspezifisch an DNA. Fan und Maniatis (1990) und Seeler et al. (1994) konnten zeigen,
dass die aminoterminale und die carboxyterminale Zinkfinger Doméne des humanen zu Xshn3
homologen Proteins, HIV-EP1, mit gleicher Affinitét spezifisch an ein Sequenzelement im
Promotor des MHC H2-K" Genes und an ghnliche Sequenzen in anderen Promotoren binden. In
eigenen Versuchen konnte nicht beobachtet werden, dass eines der die aminoterminale Zinkfinger
Domaéne enthaltenden X shn3 Proteinfragmente, ahnlich dem Fragment 7, zu Stérungen der frihen
Entwicklung von Xenopus Embryonen fihrte. Tanaka et al. (2000) beobachteten fir das zu Xshn3
homologe Protein der Maus, dass nur die carboxyterminale Zinkfinger Doméane an den Col2A1
Enhancer band, die aminoterminale Domane dagegen nicht. Eine besondere Funktion des Xshn3
Proteins fur die musterbildenden Prozesse in Embryonen ging nach eigenen Ergebnissen
offensichtlich von der carboxyterminalen Region des Proteins aus.

In den folgenden Versuchen sollte deshalb untersucht werden, welche Auswirkungen eine
Uberexpression der carboxyterminalen Zinkfinger Doméane im Embryo auf die Morphogenese
und die Induktion von Markergenen der frihen Entwicklung hat.

Zudem sollte untersucht werden, ob Xshn3 eine Funktion als Aktivator oder als Repressor der
Transkription besitzen kénnte. Uber das zu X shn3 homologe Protein aus Saugern gibt es hierzu
widersprtchliche Beobachtungen: Fan und Maniatis (1989) und Seeler et al. (1994) beschreiben
eine Aktivierung der HIV-1 Genexpression durch HIV-EP1, wdhrend Muchard et al. (1992)
dagegen keinen Effekt auf die HIV-Genexpression nach Uberexpression von HIV-EP1
beobachten konnten. Fir das homologe Protein der Maus berichten Tanaka et al. (2000) von einer
spezifischen Repression des a1(11)Kollagen Gen Enhancers durch HIV-EP1 in Prozessen der
Knorpelbildung im Mausembryo. Brady et al. (1995) vermuten dagegen eine Funktion des
murinen Proteins als Aktivator desa A Kristallin Gen Promotors.

Es ergibt sich aso keine einheitliche Voraussage darliber, ob Xshn3 as Aktivator oder als
Repressor der Transkription wirken kénnte.

Um diese Frage in Xenopus Embryonen zu untersuchen, wurden Fusionsproteine erstellt und in
Xenopus Embryonen dberxprimiert. In den Fusionsproteinen wurde die carboxyterminae
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Zinkfinger Doméane von Xshn2 und von Xshn3 an eine heterologe Transkriptions-reprimierende
Domaéne (Drosophila engrailed, Badiani et al., 1994) oder im Vergleich dazu an eine heterologe
Transaktivierungsdoméne (VP16, Cress et al. 1991) gekoppelt (s. Abb. 4.39). Ein zusétzliches
Kernlokalisationssigna (NLS) sollte fir eine Lokalisation der Proteine im Zellkern sorgen.

Die Fusionsproteine sollten bei Uberexpression im Xenopus Embryo dominant-negativ bzw.
kongtitutiv-aktiv gegentiber der Funktion der endogenen Schnurri Proteine wirken, indem sie
quantitativ Uberreprasentiert an die DNA-Ziel sequenzen der endogenen Schnurri-Proteine binden.
Dadie Zinkfinger Domanen zwischen den V ertebraten Schnurri Proteinen hoch konserviert sind,
wurde vermutet, dass die Uberexprimierte Zinkfinger Domane eines der Xshn Proteine auch an
DNA-Zielsequenzen anderer Xshn Transkriptionsfaktoren bindet. Information Uber die
spezifische Funktion einzelner X shn Proteine konnte daher nicht erwartet werden.

Ebenfalls untersucht wurde der Effekt einer Uberexpression der isolierten Zinkfinger Doméne auf
die Embryognese von Xenopus.

Von besonderem Interesse bei den Untersuchungen war der Einfluss der Fusionsproteine auf die
Expression von mesodermalen Markergenen, die der Steuerung durch Faktoren des TGFb
Signaweges, Activin und BMP4, unterliegen.

Im Vergleich zu den genannten Konstrukten sollte das Xshn3 Fragment 7 (AS 1880-2578)
Uberexprimiert und phénotypische Effekte mit denen der durch die anderen Fusionsproteine
erhaltenen Veranderungen verglichen werden. Abb. 4.39 zeigt schematisch die in den folgenden
Versuchen verwendeten Fusionsproteine.

CH2
Xshnl (partiell) [ I ] 731 AS
Xshn2 (partiell) [ — —] 1697 AS
CHz cHC
Xshn3 | ] | I [ — 12578 AS
8LAS
I(:AagTSegn(t)_72578) [NLsMT | Xshn3 Fragment 7 |786 AS
ZF-enR G| | [enR Transkr. Repressions DonfesgaatS
L
ZF-VP16/-Ela INLSMTIIIl NEEEVVEYASI 263 AS/ 285 AS

|
[NESMT

7E 185AS

Abb. 4.39: Schema der Fusionsproteine, die durch Mikroinjektion in Xenopus Embryonen
Uberexprimiert wurden. (NLS, Kernlokalisationssignal; MT, (6x Myc-Epitope). Die
Zinkfingerdomane von 87 Aminosauren umfasste den Bereich GGFK-KCLE (Xshn2) bzw. GGYK-
KCLD (Xshn3). ZF, Zinkfinger (aus Xshn2 oder Xshn3); enR, Drosophila Engrailed
Transkriptions-Repressions Domane; VP16/Ela, virale Transaktivierungsdomanen.
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4.6.1 Analyseder Phanotypen von mit Xshn3 Fusionskonstrukten injizierten
Xenopus Embryonen

Der Effekt einer Uberexpression der genannten Fusionsproteine wurde zunichst phénotypisch
untersucht. Spezifische Asymmetrien vor und wéahrend der ersten Zdlteilungen von Xenopus
Embryonen erlauben es, bereits im 4-Zdl Stadium zukinftige Koperregionen wie dorsal, ventrd,
links oder rechts zu differenzieren. Eine Injektion von mRNA in beide Zellen des 2-Zell Stadiums
zielt dagegen auf eine ubiquitare Uberexpression eines Proteins.

Bereits in der vorangegangenen Arbeit hatte sich ein starker Einfluss des Zinkfinger-
Repressorkonstruktes NLSMT-Xshn2ZF-enR auf die frihe Embryogenese gezeigt (Durr, 1997).
Sowohl eine ubiquitére al's auch eine dorsale oder ventrde Lokalisation der mRNA in Embryonen
fihrte zu einer Reduktion der sich in diesen Regionen normaerweise entwickelnden
Korperstrukturen. Neurale Strukturen blieben dabel z.T. erhalten. Bei ubiquitérer Verteilung des
Konstruktes nahmen die Embryonen eine oval-undifferenzierte Gestalt an. Ein derartiger Embryo
ist in Abb. 4.40B dargestellt.Die Ergebnisse der Uberexpression von NLSMT-Xshn2ZF-enR
deuteten auf eine Inhibition von dorsalisierenden und ventraliserenden Mesoderm-induzierenden
Signalwegen hin. Esliel3 sich eine Inhibition vom Activin- und BMP-Signalweg vermuten.

Um die Frage zu beantworten, ob Xshn3 as Aktivator oder Repressor der Transkription wirken
konnte, wurden die in Abb. 4.39 dargestellten Fusionsproteine vergleichend in Xenopus
Embryonen Uberexprimiert und die erhatenen phéanotypischen Veranderungen dtatistisch
ausgewertet und dokumentiert. Die statistischen Auswertungen sind in den Tabdlen 4.5 - 4.8
zusammengefasst. Eine Injektion dler vier Fusionsproteine in beide Zellen des 2-Zell Stadiums
flhrte zu Stérungen der Musterbildung in den Embryonen. Dabei wurden sehr &hnliche
Phanotypen beobachtet (Abb. 4.40). In dlen Félen konnte eine Abhangigkeit der Starke der
Defekte von der Menge injizierter mRNA beobachtet werden. Auffalig war die hohe Zahl von
Storungen der Gastrul ationsbewegungen (Gastrul ationsdefekte). Hierbei gelangen prospektiv

MshnidF-Einl B Kahndd F-enil

Y e

2 ng 44 Fellem 2 g 44 Fellen

Abb. 4.40: Phanotyp von Xenopus Embryonen nach ubiquitarer Uberexpression der
Fusionskonstrukte NLSM T-Xshn2ZF-enR und NLSMT-Xshn2ZF-Ela. 2 ng synthetischer mRNA
wurden im 2-Zell Stadium injiziert, die Embryonen bis zum Stadium NF 34 kultiviert, fixiert und
dokumentiert. (A, B) Phanotyp je eines injizierten Embryos. (C) uninjizierter Kontrollembryo
desselben Stadiums.
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entodermales und mesodermales Gewebe unvollstandig Uber den Blastoporus ins Innere des
Embryos. Der Blastoporus schliefdt sich nicht, und der Phanotyp der Embryonen dhnelt in
spateren Stadien einer "spina bifida" (offenes Rickenmark) (vgl. Abb. 4.42).

Derartige Gastrul ationsdefekte werden durch Stérungen der aktiven Wanderungsbewegungen des
Mesoderms ("convergent extension") verursacht. Activin ist wesentlich betelligt an der
Vermittlung dieser Prozesse im Mesoderm.

Moglicherweise wurde durch die Injektion des dominant-negativen Konstruktes, des kongtitutiv
aktiven Konstruktes, der Zinkfingerdomane allein und des Xshn3-Proteinfragmentes 7 (AS 1880-
2578) der Activin-Signaweg inhibiert.

Injizierte Embryonen, die die Gastrulation vollendeten, zeigten ein breites Spektrum von
morphologischen Verdanderungen. Diese beinhdteten ene Reduktion von dorsaen
Achsenstrukturen, der Bauchregion und des Kopfes. Insgesamt lie3 sich fir keines der
Konstrukte ein einheitlicher Phanotyp beschreiben, sondern jedes verursachte das gesamte
Spektrum von Deformationen.

Um die Ursache der Variabilitét der Veranderungen zu ermitteln, wurde zusammen mit der mRNA
fr die Fusionsproteine mRNA fir nuklegre pGalaktosidase injiziert. Dieses Protein kolokalisiert
mit den Fusionsproteinen, bewirkt selbst aber keine phanotypischen Veranderungen. Eine fGal-
Farbung fixierter Embryonen konnte die Vertellung der injizierten Xshn3 Fusionsproteine im
Embryo nachvollziehen. Abb. 4.41 zeigt einige Beispiele auf diese Weise behandelter Embryonen.
Esist zu erkennen, dassjeweilsdie Korperregionen von Deformationen betroffen sind, die durch
eine blaue Farbung die Verteilung des Xshn3ZF-enR Proteins anzeigen.

Abb. 4.41: Das Fusionsprotein NLSMT-Xshn3ZF-enR verursacht Entwicklungsdefekte in den
Korperregionen, in die die synthetische mRNA gelangt. (A)-(D) 100 ng synthetischer mRNA fir
NLSMT-Xshn3ZF-enR wurde zusammen mit 15 ng mRNA fir nukledre pGalaktosidase in beide
Zellen von 2-Zell Embryonen injiziert. Die Embryonen wurden zum Stadium NF 34 kultiviert,
fixiert und einer pGalaktosidase-Farbung unterzogen. (E) Injektion nur von 15 ng mRNA fir
nukledre pGalaktosidase in beide Zellen verandert nicht die Morphologie des Embryos.
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Es wurde deutlich, dass die Xshn3 Fusionsproteine selten ubiquitér exprimiert wurden, obwohl se
inbeide Zdlen des 2-Zdl Stadiums injiziert wurden. Weiterhin wurde deutlich, dass die Proteine
die Musterbildung in alen Korperregionen des Embryos zu storen vermochten. Ein einheitlicher
Phanotyp war nicht zu beschreiben.
Um dennoch die Phanotyen der Injektionsserien quantifizieren zu kdnnen, wurden die Defekte
grob in folgende Klassen eingeteilt:

1) kein Phanotyp

2) schwacher Phanotyp

3) mittlerer Phanotyp

4) starker Phénotyp

5) Gastrulationsdefekte (offener Blastoporus)

Zur Veranschaulichung sind in Abb. 4.42 fir jede Klasse zwei Embryonen abgebildet. Es wird
ausdriicklich betont, dass es sich bei der Einteilung um relative Werte handelte.

Abb. 4.42: Klassifizierung der durch Injektion der vier in Abb. 4.39 dargestellten
Fusionskonstrukte erhaltenen phéanotypischen Veranderungen von Xenopus Embryonen. Die
Embryonen wurden im 2-Zell Stadium mit unterschiedlichen Mengen synthetischer mRNA fir das
Fusionsprotein NLSMT-Xshn3ZF-enR injiziert und im Stadium NF 34 dokumentiert. (A) kein
Phanotyp; (B) schwacher Phanotyp; (C) mittlerer Phanotyp; (D) starker Phanotyp; (E)
Gastrulationsdefekt. Durch den offenen Blastoporus (gestrichelte Linie) ist das Entoderm zu
erkennen.

Nach den beschriebenen Bewertungskriterien konnten die Phanotypen injizierter Embryonen
quantifiziert werden. Die Auswertung der Injektionsserien ist in den Tabelen. 45 — 4.8
dargestellt.
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Tab. 4.5: Phanotypen von Embryonen nach Uberexpression von NL SMT-Xshn3ZF-enR
NLSMT- kein schwacher | mittlerer starker unvollst. Anzahl
Xshn3ZF- Phanotyp | Phanotyp [Phanotyp [Phénotyp | Gastrulation |injizierter
enR Embryonen
% % % % % n
500 pg 0 1 2 1 96 134
250 pg 0 3 5 6 86 231
100 pg 0 6 10 4 80 134
75 pg 7 13 41 0 39 79
50 pg 4 53 12 0 31 92
10 pg 8 58 15 0 19 89
Tab. 4.6: Phanotypen von Embryonen nach Uberexpression von NL SMT-Xshn3ZF-VP16
NLSMT- kein schwacher | mittlerer starker unvollst. Anzanhl
Xshn3ZF- Phanotyp [ Phénotyp |Phéanotyp |Phanotyp | Gastrulation |injizierter
VP16 Embryonen
% % % % % n
500 pg 0 2 5 4 89 114
250 pg 0 2 15 3 80 347
100 pg 0 3 30 7 60 181
75 pg 0 9 55 4 32 148
50 pg 0 21 45 9 25 112
10 pg 0 61 20 7 12 84
Tab. 4.7: Phanotypen von Embryonen nach Uber expression von NL SM T-Xshn3ZF
NLSMT- kein schwacher | mittlerer starker unvollst. Anzahl
Xshn3ZF Phanotyp [ Phénotyp |Phanotyp |Phanotyp | Gastrulation |injizierter
Embryonen
% % % % % n
% % % % % n
500 pg 5 44 10 2 39 120
250 pg 58 19 2 0 21 135
100 pg 32 20 3 4 41 115
75 pg 96 0 0 0 4 46
50 pg 93 0 0 0 7 41
10 pg 100 0 0 0 0 41

Tab. 4.8: Phanotypen von Embryonen nach Uberexpression von Xshn3 NLSMT-Fragment 7
(AS1880-2578)

NLSMT- kein schwacher | mittlerer starker unvollst. Anzahl
Xshn3- Phanotyp [ Phanotyp |[Phéanotyp |Phanotyp | Gastrulation |injizierter
Fragment7 Embryonen
(AS1880-

2578) % % % % % n
2000 pg 2 4 15 29 50 105
1000 pg 7 20 27 14 32 103
500 pg 62 22 10 5 1 122
100 pg 75 21 2 0 2 103
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Aus den Tabellen 4.5 und 4.6 ist zu erkennen, dass die Fusionsproteine NLSMT-Xshn3ZF-enR
und NLSMT-Xshn3ZF-VP16 in etwa gleichem Malde die frihe Entwicklung von Xenopus
Embryonen storten. Bereits 75 pg von NLSMT-Xshn3ZF-enR oder -VP16 mRNA fihtren bei
etwaeinem Drittel der Embryonen zur Inhibition der Gastrulationsbewegungen. Dieselbe Menge
MRNA des Xshn3ZF Konstruktes fuhrt dagegen zu keiner signifikanten Beeintrachtigung der
Entwicklung der Embryonen.

Zusétzlich ist zu bedenken, dass die fur das Zinkfinger Konstrukt NLSM T-Xshn3ZF kodierende
MRNA um ein vielfaches kiirzer ist as die fur das Repressor- oder das Aktivatorkonstrukt. Bel
gleicher pg-Menge mRNA wurde daher eine ungleich grofiere Menge von mRNA Molekulen
injiziert. Rechnet man eine hohere Trandationsrate kirzerer Proteine dazu, ist zu vermuten, dass
eine Uberexpression des Xshn3 Zinkfinger-Konstruktes deutlich weniger Einfluss auf die
Morphogenese der Embryonen zeigte als die anderen Konstrukte.

In jedem Fall wurde die Vermutung bestétigt, dass eine Kombinaton der carboxyterminaen
Zinkfinger Domane mit weiteren im Carboxyterminus befindlichen Proteinbereichen (Xshn3-
Fragment 7) konzentrationsabhangig die frihen morphogenetischen Prozesse im Embryo
beeintréchtigt.

Im Vergleich zu den Konstrukten NLSM T-Xshn3ZF-enR und -V P16 zeigte das Xshn3 Fragment
7 eine geringere Aktivitét. Die erhatenen Veranderungen gleichen jedoch phéanotypisch den durch
die anderen Konstrukte erzielten Defekten. Dies bestétigte eine in vivo Aktivitd des Xshn3
Fragmentes 7 in Xenopus Embryonen.

Es lasst sich zusammenfassen, dass das dominant-negative und das konstitutiv-aktive Xshn3-
Zinkfinger Fusionsprotein bel Injektion in 2 von 2 Zdlen vergleichbare Stérungen der frihen
Entwicklungsprozesse im ganzen Embryonen hervorriefen. Das Xshn3-Proteinfragment 7 (AS
1880-2578) fuhrte zu dhnlichen Defekten, jedoch mit geringerer Intensitdt. Die untersuchte
Zinkfinger Domane allein fuhrte nur in geringem Mal3e zu Entwicklungsstérungen. Auf ene
Aktivitét der Xenopus Schnurri Proteine als Aktivatoren oder Repressoren der Transkription gaben
die dargestellten Ergebnisse keinen Hinwels.

4.6.2 Uberexpression der Smad-bindenden Xshn3 Proteinfragmente 5 und 8im
Xenopus Embryo

In vivo Interaktionsstudien im Xenopus Embryo hatten gezeigt, dass es innerhalb des Proteins
Xshn3 zwei Bereiche gibt, die mit koinjizierten R-Smad Proteinen interagieren konnten (vgl. Kap.
4.5). Die Interaktion dieser Xshn3 Proteinfragmente 5 (AS 1076-1749) und 8 (AS 2119-2578)
mit Smad Proteinen erwies sich bei Uberexpression im Embryo als unbeeinflusst von Aktivierung
oder Inhibition des Smad Signalwegesim Embryo. Sollten die genannten Xshn3 Proteinfragmente
daher kongtitutiv mit Smad Proteinen interagieren, so konnten sie bei einer Uberexpression im
Xenopus Embryo an endogene R-Smad Proteine binden und deren Funktion u.U. inhibieren. Als
phéanotypischer Effekt eines solchen Experimentes wére daher eine Beeintréchtigung der dorso-
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ventraen Musterbildungsprozesse moglich, die durch  Mitglieder der TGFg Familie von
Zytokinen und Smad Proteinen vermittelt werden.

Die NLS- und MT-epitopmarkierten Xshn3 Proteinfragmente 5 (AS 1076-1749) und 8 (AS
2119-2578) wurden ubiquitér im Xenopus Embryo Uberexprimert und der Phanotyp der
Embryonen im NF 34 ausgewertet. Die Uberexprimierten Xshn3-Proteinfragmente enthalten keine
DNA-Bindungsdomane. Tab. 4.9 und 4.10 zeigen eine datistische Auswertung der nach
ubiquitdrer Uberexpression der Xshn3 Interaktionsfragmente  erhaltenen phénotypischen
Verénderungen. In diesem Fal wurden die beobachteten phanotypischen Verénderungen der
Embryonen ohne die Kategorie ,, mittlerer Phanotyp" ausgewertet.

Wie in vorangegangen Injektionsexperimenten wurden bei den hier beschriebenen Injektionen
uneinheitliche phanotypische V erénderungen beobachtet. Deshalb wurden die Verdnderungen wie
zuvor grob in in "kein"-, "schwacher”- oder "starker" Phanotyp oder unvollstandige Gastrulation
eingetailt.

Tab. 4.9: Phanotypen von Embryonen nach Uberexpression von Xshn3-Fragment 5
(AS 1076-1749)

Xshn3-NLS- [kein schwacher | starker unvollst. Anzanl

MT- Phanotyp [ Phanotyp | Phéanotyp | Gastrulation |injizierter

1076-1749 Embryonen
% % % % n

2 ng 56 36 0 8 116

1 ng 98 1 0 1 104

0.5 ng 98 0 0 2 101

0.1 ng 98 1 1 0 101

Tab. 4.10: Phanotypen von Embryonen nach Uberexpression von Xshn3-Fragment 8
(AS 2119-2578)

Xshn3-NLS- [kein schwacher | starker unvollst. Anzahl

MT- Phanotyp [ Phénotyp | Phanotyp | Gastrulation |injizierter

2119-2578 Embryonen
% % % % n

1 ng 95 4 0 1 101

0.5 ng 94 3 0 3 93

0.1 ng 90 7 0 3 104

0.05 ng 86 10 1 3 120

Tab. 49 und 4.10: Auswertung der phanotypischen Veranderungen von mikroinjizierten
Embryonen im Stadium NF 34. Die Embryonen wurden im zwei-Zell Stadium in beide Zellen mit
den angegebenen Mengen synthetischer mRNA fir die NLS- und MT-markierten Xshn3
Proteinfragmente 5 (AS 1076-1749) und 8 (AS 2119-2578) injiziert. Im Stadium NF 34 wurden
die Embryonen fixiert und die phanotypischen Veranderungen ausgewertet.

Nach Auswertung der phanotypischen Verdnderungen der injizierten Embryonen fid auf, dass
trotz z.T. hoher Mengen injizierter synthetischer mMRNA (2 ng mRNA) keines der beiden Xshn3
Fragmente signifikante Storungen in der Musterbildung der Embryonen verursachte.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine Uberexpression von mit R-Smads und mit
Smad4 interagierenden X shn3 Proteinfragmenten im Xenopus Embryo nicht zu einer signifikanten
Beeintréachtigung der friihen morphogenetischen Prozesse fuhrte.

4.6.3 Kooperation des Xshn3-Proteinfragmentes 7 (AS 1880-2578) mit Smad?2

Bel der Regulation von Zielgenen kooperieren Smad Proteine im Zellkern mit sequenzspezifisch
an DNA bindende Transkriptionsfaktoren. In Drosophila kooperiert Mad mit Schnurri bel der
Repression der Expression von brinker. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
auch Xenopus Xshn3 in vivo in Komplexen mit Rezeptor-regulierten Smads und mit Smad4
nachzuweisen ist. Eine Uberexpression der beiden Smad-Interaktionsdoménen in Xenopus
Embryonen zeigte keinen phanotypisch nachweisbaren Einfluss auf die Entwicklung der
Embryonen.

Um eine mdgliche Kooperativitdt von Smads und Xshn3 zu untersuchen, wurde der Effekt einer
Koinjektion geringer Mengen Smad2—-mNRA mit geringen Mengen mRNA fir das Xshn3
Proteinfragment 7 (AS 1880-2578) untersucht.

Tab. 4.11 zeigt eine Statistische Auswertung der erhaltenen phanotypischen Verdnderungen.

kein | schwacher | starker unvollst. Anzahl

Phano| Phanotyp | Phanotyp | Gastrulation | injizierter

typ Embryonen

% % % % n

Smad? 66 25 3 6 108
Xshn3 1880-257/8| 69 18 0 13 102
Smad2 + Xshn3-| 2 8 18 72 108
1880-2578

Tab. 4.11: Auswertung der phanotypischen Veranderungen von mikroinjizierten Embryonen im
Stadium NF 34. Die Embryonen wurden im vier-Zell Stadium in die zwei ventralen Blastomere mit
0.2 ng Flag-epitopmarkierter synthetischer Smad mRNA und/oder 0.8 ng MT-NLS-markierter
Xshn3-Fragment AS 1880-2578 mRNA injiziert. Im Stadium NF 34 wurden die Embryonen fixiert
und die phénotypischen Verénderungen ausgewertet.

Eine ventrae Injektion von 200 pg Smad2 mRNA dorsalisierte die Embryonen schwach, wahrend
eine ventrale Injektion von 800 pg der Xshn3 Fragment 7-mRNA einen &hnlichen Phénotyp
hervorrief. Eine Koinjektion der genannten Mengen beider mRNASs flihrte zu tberdurchschnittlich
starken morphologischen Defekten, die eine Kooperativitdt beider Proteine vermuten lief3.
Besonders auffélig war die starke Haufung von Gastrulationsdefekten, die einer Injektion von
mehr als der 10fachen Menge des Xshn3 Fragmentes 7 alein entsprachen.

Abb. 4. 43 zeigt beispiel haft die Phanotypen einiger injizierter Embryonen im Stadium NF 34.
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Abb. 4.43: Phanotypische Veranderungen von Xenopus Embryonen im Stadium NF 34 nach
ventraler Uberexpression von epitopmarkiertem Smad2 und dem NLSMT-markieren Xshn3
Proteinfragment 7 (AS 1880-2578). Die Embryonen wurden im vier-Zell Stadium in beide
ventralen Zellen mit 0.2 ng synthetischer mRNA fir das Xshn3 Fragment 7 und/oder 0.5 ng
synthetischer mRNA flr epitopmarkiertes Smad2 injiziert. Im Stadium NF 34 wurden die
Embryonen fixiert und photographisch dokumentiert. (A) ventrale Uberexpression von Smad2; (B)
ventrale Uberexpression von NLSMT-Xshn3 Fragment 7 (AS 1880-2578); (C) ventrale Koinjektion
von Smad2 mit NLSMT-Xshn3 Fragment 7 (AS 1880-2578).

Aufgrund der beschriebenen Koinjektionsexperimente ist ene Kooperativitdt des
Transkriptionsfaktors Xshn3 mit Smad2 waéhrend der Gastrulation im Xenopus Embryo zu
vermuten.

4.6.4 Repression mesoder maler M ar ker gene durch Xshn-Fusionspr oteine

Die Uberexpression des dominant-negativen Fusionsproteins Xshn3ZF-enR und des konstitutiv
aktiven Fusionsproteins Xshn3ZF-VP16 in ganzen Embryonen hatte vermuten lassen, dass beide
Konstrukte inhibitorisch auf die Bildung mesodermaler Gewebe wirken kénnten. Die Induktion
und Musterbildung des Mesoderms im Xenopus Embryo ist charakterisiert durch die raumlich
und zeitlich koordinierte Expression von Markergenen. Im Folgenden sollte daher der Einfluss
der genannten Zinkfinger Fusionsproteine auf die Expression von Markergenen der frihen
Entwicklung untersucht werden.

4.6.4.1 Repression des endogenen mesoder malen M ar kergens Xbra durch
Zinkfinger Fusionsproteine

Der T-box Transkriptionsfaktor Xbrawird im Gastrula Embryo in der gesamten marginalen Zone,
dem prospektiven Mesoderm, um den Blastoporus exprimiert. In "whole mount” in situ
Hybridisierungen zeigt sich daher eine ringformige Expression der mRNA um den Blastoporus.
Im folgenden Versuch sollte ermittelt werden, ob die Xshn Repressor- und Aktivatorkonstrukte die
Expression des endogenen Xbra reprimieren. Synthetische mRNAS wurden in eine Zelle des 2-
Zdl Embryos injiziert und die Expression des endogenen Xbra im Gastrula Stadium durch
.,whole mount" in dgtu Hybridiserungen untersucht (Abb. 4.44). Aktivator- und
Repressorkonstrukt reprimierten deutlich die Expression des endogenen Xbra auf der injizierten
Seite. Es bestétigte sich eine Repression eines mesodermalen Markergens durch die genannten
Konstrukte.
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Kontrolle Xshn2ZF-Ela Xshn2ZF-enR

Abb. 4.44: Repression der Expression des endogenen Xbra durch NLSMT-Xshn2ZF-enR und
durch Xshn2ZF-Ela. Embryonen wurden in eine von zwe Zellen mit je 1 ng synthetischer
NLSMT-Xshn2ZF-enR bzw. NLSMT-Xshn2ZF-Ela mRNA injiziert. Im Gastrula Stadium (NF 11)
wurden die Embryonen fixiert und die Xbra Expression in einer "whole mount" in situ
Hybridisierung untersucht.

Im gesamten Embryo unterliegt die Expression von Markergenen der frihen Entwicklung einer
Regulation durch eine Vielzahl von induktiven Faktoren. Es kann daher u.U. schwierig sein, nach
Uberexpression eines Proteinfaktors abzuschitzen, ob beobachtete Effekte direkter oder indirekter
Natur sind. Um dennoch den Einfluss von exogenen Faktoren auf die Genexpression in Xenopus
Geweben zu untersuchen, eignet sich das ,animal cap” System: Eine isolierte Kultivierung von
ektodermalem Gewebe des animaen Pols ("anima cap") aus injizierten Blastula-Embryonen
ermoglicht es, den Einfluss von Faktoren auf die Differenzierung eines - infolge unterbliebener
Mesoderminduktion - "naiven" Gewebes zu analysieren.

In Abwesenheit von exogenen induktiven Faktoren differenzieren Zelen des "anima cap”
Ektoderms zu atypischer Epidermis. Die Zugabe von bestimmten Wachstumsfaktoren zum
Kulturmedium oder die Injektion von mRNA dieser Faktoren kann ene mesodermae
Differenzierung von "animal cap" Zellen aus6sen (z.B. Smith et al., 1990).

In den folgenden Versuchen wurde der Einfluss der Xshn-Aktivator- und Repressorkonstrukte auf
die Induktion dorsa-mesodermaer Markergene durch Smad2 getestet. Hierzu wurden
unterschiedliche Mengen der entsprechenden synthetischen mRNAS in den animaen Pol im 2-
Zd| Stadium koinjiziert, die Embryonen bis zum Stadium NF 9 kultiviert, die animalen Kappen
manuell explantiert und bis zum angegebenen Stadium kultiviert. Auf extrahierter gesamt-RNA
wurden quantitative radioaktive RT-PCR Reaktionen durchgefhrt.

4.6.4.2 Ein Zinkfinger-Repressorkonstrukt und ein Zinkfinger-Aktivator -
konstrukt inhibieren M esoder minduktion in animalen Kappen

Zunéchst wurdeim "animal cap” System der Effekt des Repressor- und des Aktivatorkonstruktes
auf die induktiven Eigenschaften von Smad2 untersucht. Smad2 ist wesentlicher zytoplasmatischer
Vermittler der Information dorsaliserender Faktoren der TGF3 Familie von Morphogenen in



4. Ergebnisse 117

Vertebraten. Eine Uberexpression von Smad2 zeigt im "animal cap" System dieselben induktiven
Eigenschaften wie Activin (Baker und Harland, 1996).

Zunéchst wurde der Effekt des Fusionskonstruktes NLSM T-Xshn2ZF-enR auf die Induktion von
Markergenen durch Smad2 untersucht (Abb. 4.45). 1 ng synthetischer Smad2 mRNA wurde in
den animalen Pol von 2-Zell Embryonen injiziert, animale Kappen explantiert und im Stadium NF
11 auf Expression von Markergenen analysiert. Xbraist ein generelles mesodermales Markergen,
das direkt, also ohne Notwendigkeit vorheriger Proteinesynthese, durch Smad2 induziert wird
(Tadano et al., 1993). Gsc wird Organisator-spezifisch in dorsalem Mesoderm exprimiert und
reagiert ebenfalls direkt auf eine Induktion durch Activin (Tadano et al., 1993). Xwnt8 ist en
Marker von ventrdem und laterdem Mesoderm. 1 ng von NLSMT-Xshn2ZF-enR mRNA
induzierte keinen der genannten Marker. Smad2 induzierte die Expression der Marker.
Koinjektion  von NLSMT-Xshn2ZF-enR reprimierte  diese Induktionen in
konzentrationsabhangiger Weise. Die Expression von Gsc konnte nicht vollstandig unterdrtickt
werden. Die Ergebnisse zeigen enen negativen Einfluss des Xshn2-Zinkfinger
Repressorkonstruktes auf die Induktion mesodermaler Markergene durch Smad?2.

Smad? -t - + o+ F
Xshn2ZF-enR - - + /I
Xbra

—-— - ..
XWnt8 . ‘ ‘
Xgsc . . — —
Histon H4 MR S S S . -

Abb. 4.45. Analyse des Einflusses von NLSMT-Xshn2ZF-enR auf die Smad2- induzierte
Expression mesodermaler Markergene in animalen Kappen. Embryonen wurden im 2-Zell
Stadium mit 1 ng synthetischer Smad2 mRNA und unterschiedlichen Mengen von NLSMT-
Xshn2ZF-enR mRNA injiziert (Spur 3: 1 ng; Spuren 4-6: 0.5ng, 1 ng, 2 ng). Animale Kappen
wurden im Stadium NF 9 manuell explantiert und entsprechend dem Stadium NF 11 durch
guantitative RT-PCR analysiert. Histon H4 diente als Kontrolle fir den gleichméfligen Einsatz von
gesamt-RNA.

Im Folgenden wurde der Effekt der Fusionskonstrukte Xshn2ZF-Elaund Xshn3ZF-VP16 auf die
Induktion mesodermaler Markergene durch Smad2 in animaen Kappen untersucht. In den
Fusionskonstrukten wurde die carboxyterminale Doppelzinkfingerdoméne von Xshn2 bzw.
Xshn3 mit zwe unterschiedlichen transaktivierenden Doménen gekoppelt. Auler der erwadhnten
mesodermalen Markergene Xbra und Xwnt8 wurden hierbei weitere Marker untersucht. Mix.2 ist
ein Homeoboxprotein, dessen MRNA entodermal und im Organisator exprimiert wird. Mix.2 wird
direkt durch Activin induziert (Vize, 1996). Die Expression von Mix.2 wird durch enen
Proteinkomplex vermittelt, in dem Smad2 und der "winged-helix" Transkriptionsfaktor FAST-1
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kooperativ an ein ARE (Activin Response Element) im Mix.2 Promotor binden (Yeo et al., 1999).
Pintalavis (Pint/XFKH1) ist ein Forkhead Doménen Protein, dessen mRNA ebenfalls direkt im
Bereich des Organisators exprimiert wird (Dawid et al., 1993).

Abb. 4.46 zeigt, dass das Konstrukt Xshn2ZF-Ela allein keines der untersuchten Markergene
induziert. Dagegen wird die Smad2-vermittelte Induktion dieser Gene durch Xshn2ZF-Ela in
dlen Fédlen konzentrationsabhangig reprimiert. Das Ergebnis gleicht dem in Abb. 4.45
dargestellten Ergebnis mit dem Xshn2-Repressorkonstrukt.
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Abb. 4.46: Analyse des Einflusses von NLSMT-Xshn2ZF-Ela auf die Smad2-induzierte
Expression mesodermaler Markergene in animalen Kappen. Embryonen wurden im 2-Zell
Stadium mit 1 ng synthetischer Smad2 mRNA und unterschiedlichen Mengen von NLSMT-
Xshn2ZF-Ela mRNA injiziert (Spur 1-4 und Spur 6-9 v..nr.: 1 ng, 0.5 ng, 0.25 ng, 0.1 ng
NLSMT-Xshn2ZF-Ela mRNA). Animale Kappen wurden im Stadium NF 9 manuell explantiert und
im Stadium NF 11 durch quantitative RT-PCR analysiert. Histon H4 dient als Kontrolle fir den
gleichméidigen Einsatz von gesamt-RNA.

Wahrend der beschriebenen Untersuchungen wurde bekannt, dass das virde Protein Ela
spezifisch mit Smad Proteinen interagiert und durch diese Interaktion den Smad Signalweg und
damit den antiproliferativen Effekt von TGFp negativ beeinflusst (Nishihara et al., 1999). Es war
daher nicht auszuschlief3en, dass es sich bei den beobachteten Effekten mit dem Konstrukt
Xshn2ZF-Elaum Artefakte handelte, die aus einer pauschaen Bindung und Inhibition von Smad
Proteinen durch die Uberexprimierten Fusionsproteine resultierten ("sguelching”-Effekte). Um
auszuschlief3en, dass es sich in den beschriebenen Ergebnissen um Artefakte handelte, wurde eine
andere heterologe transaktivierende Doméne (VP16) an die Schnurri DNA-Bindungsdoméne
gekoppelt (Abb. 4.39) und die Versuche in der beschriebenen Weise wiederholt.

Zusdétzlich wurde im folgenden Experiment die Expression weiterer Markergene untersucht, die
eine Funktion in der Induktion von Neuroektoderm in Xenopus Embryonen besitzen. Die
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Entwicklung von Ektoderm zu Neuroektoderm erfordert in der Region der Neuraplatte eine
Inhibition der Aktivitdt des hier aktiven BMP-Signaweges. Die Inhibition von BMPs in
prospektiv neuralem Ektoderm geschieht extrazellulér durch Bindung an BMP-Antagonisten.
Zwe dieser Organisator-spezifisch exprimierten, sezernierten BMP-Antagonisten sind Chordin
und Noggin (Sasai et al., 1995, Lamb et al., 1993).

Abb. 447 zeigt, dass dle bisher untersuchten, durch Smad2 induzierten, mesodermalen
Markergene in konzentrationsabhangiger Weise auch durch das Fusionsprotein Xshn3ZF-V P16
reprimiert wurden. Dagegen wurde der neurale Induktor Noggin und in geringem Mal3e auch
Chordin durch das Aktivatorkonstrukt induziert. Dies kann ein indirekter Effekt der Inhibition der
Aktivitdt von Activin- und BMP-Signalwegen durch das injizierte Aktivatorkonstrukt sein, was
permissiv auf die Entwicklung von neuralem Gewebe wirkt.
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Abb. 4.47: Analyse des Einflusses von NLSMT-Xshn3ZF-VP16 auf die Smad2-induzierte
Expression mesodermaler und neuraler Markergene in animalen Kappen. Embryonen wurden
im 2-Zell Stadium mit 0.5 ng synthetischer Smad2 mRNA und unterschiedlichen Mengen von
NLSMT-Xshn3ZF-VP16 mRNA injiziert (Spuren 1-3: 0.5 ng, 0.1 ng, 001 ng; Spuren 5-9: 0.5 ng,
0.1 ng, 0.01 ng, 1 pg, 0,1 pg NLSMT-Xshn2ZF-VP16 mRNA). Animale Kappen wurden im
Stadium NF 9 manuell explantiert und entsprechend dem Stadium NF 11 durch quantitative RT-
PCR analysiert. Histon H4 dient als Kontrolle fir den gleichméigen Einsatz von gesamt-RNA.
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4.6.4.3 Ein Zinkfinger-Repressorkonstrukt induziert neurales Gewebein
animalen Kappen

Die Induktion der frih exprimierten neuralen Induktoren Noggin und Chordin in animaen
Kappen nach Injektion von Xshn3ZF-VP16 lield vermuten, dass neben der Inhibition der Smad2-
Aktivitét auch die Aktivitét von ventraliserendem endogenen BMP inhibiert wurde. Neuralisiertes
ektodermales Gewebe exprimiert in spateren Stadien den pan-neuralen Marker N-CAM, dessen
Expression eine neurale Differenzierung von Zdlen anzeigt (Kintner und Melton, 1987). Um zu
untersuchen, ob die Schnurri-Konstrukte effektiv den BMP-Signalweg inhibieren und dadurch
das Gewebe neuraisieren, wurden animae Kappen untersucht, die unterschiedliche Mengen des
Konstruktes Xshn2ZF-enR exprimierten. Abb. 4.48 zeigt, dass eine Injektion von 3 ng
synthetischer Xshn2ZF-enR mRNA die Expression von N-CAM in Kappen entsprechend dem
Stadium NF 20 (Neurul@) bewirkt.

Xshn2ZF-enR - ]

N-CAM .
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Abb. 4.48: Analyse der Induktion des neuralen Markergenes N-CAM durch NLSMT-Xshn2ZF-
enR in animalen Kappen des Stadiums NF 20. Im 2-Zell Stadium wurden den Embryonen
unterschiedliche Mengen Xshn2ZF-enR mRNA injiziert (0.5 ng, 1 ng, 2 ng, 3ng MRNA). Animale
Kappen wurden im Stadium NF 9 manuell explantiert und entsprechend dem Stadium NF 20 durch
guantitative RT-PCR analysiert. Histon H4 dient als Kontrolle fir den gleichmélligen Einsatz von
gesamt-RNA.

Wahrend der Gastrulation streckt sich das einwandernde dorsale Mesoderm in einem Prozess, der
als "convergent extension" bezeichnet wird. Dieser Effekt der Elongation des Mesoderms wird
auch in animalen Kappen beobachtet, die mit Induktoren der dorsal-mesodemalen Entwicklung
(Activin oder Smad2) behandelt wurden. Der folgende Versuch (Abb. 4.49) zegt, dass das
Xshn2ZF-enR Repressorkonstrukt in der Lage ist, eine Smad2-induzierte Elongation von
animaen Kappen zu unterdrticken. Die Aktivitdt des Repressorkonstruktes auf die Entwicklung
von dorsalem Mesoderm bestétigt sich damit auch auf der Ebene der Morphogenese.
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Abb. 4.49: Repression der Smad2-induzierten Elongation von animalen Kappen durch NLSMT-
Xshn2ZF-enR. Embryonen wurden im 2-Zell Stadium mit je 1 ng synthetischer Smad2 bzw.
Xshn2ZF-enR mRNA injiziert. Animale Kappen wurden im Stadium NF 9 manuell explantiert und
kultiviert, bis unbehandelte Kontrollembryonen das Stadium NF 30 erreicht hatten.

Es lasst sich zusammenfassen, dass Uberexprimierte Fusionsproteine, in denen die
carboxyterminal e Doppel zinkfinger Doméane von Xshn2 oder von Xshn3 an ene transaktivierende
oder eine reprimierende heterologe Proteindomane gekoppelt ist, stark die Embryona entwicklung
von Xenopus Embryonen beeintréchtigten. Induktive Effekte des intrazelluldren Signalvermittlers
Smad2 werden dosisabhangig inhibiert. Die Induktion eines neuralen Markergens durch
Xshn2ZF-enR deuten weiterhin auf eine Inhibition auch des BMP-Signalweges hin. Die Wirkung
der Fusionsproteine lésst sich auf Ebene des ganzen Embryos, der Morphologie von animalen
Kappen sowie auf Ebene der Induktion von mesodermalen Markergenen in animalen Kappen
nachweisen.
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5. Diskussion
5.1 Xschnurri Proteine als Homologe des Drosophila Schnurri Proteins

In der Fruchtfliege Drosophila setzt der Transkriptionsfaktor Schnurri einen Teil des Dpp
Signals in die differentielle Regulation von Zielgenen um. Schnurri kooperiert dabel mit Mad
bei der sequenzspezifischen Bindung an Promotorsequenzen. Weil der TGFb Signalweg, in
dem Dpp wirkt, zwischen Invertebraten und V ertebraten auf3erordentlich hoch konserviert ist,
wurde vermutet, dass auch in Vertebraten  Schnurri-verwandte  Zinkfinger
Transkriptionsfaktoren bei der Vermittlung von Signaden des Activin- und des BMP-
Signalsweges mitwirken. Zu Beginn der vorausgegangenen eigenen Arbeiten (Durr, 1997)
waren bereits Schnurri-verwandte Proteine aus Saugern bekannt, jedoch gab es keine
Hinweise auf eine Konservierung ihrer Funktion in TGFb Signalwegen. Trotz hoher
Sequenzidentitét in zwei Doppelzinkfinger Doménen divergierten die Vertebraten-Proteine in
ihrer Primérsequenz und in ihrem strukturellen Aufau so stark vom Drosophila Schnurri
Protein, dass das Vorkommen von weiteren, ndher zu Schnurri verwandten Proteinen in
Vertebraten nicht ausgeschl ossen werden konnte.

In eigenen Vorarbeiten (Durr, 1997) wurden aufgrund der hohen Sequenzverwandschaft in
ihrer carboxyterminalen Doppelzinkfinger Doméane drel partielle Schnurri-verwandte cDNA-
Sequenzen aus einer Xenopus Phagenbibliothek isoliert. Wahrend der Untersuchungen fr die
vorliegende Arbeit konnten weitere partielle cDNA Sequenzen isoliert werden (Xshnl, -2),
wahrend die cDNA Sequenz von Xshn3 vollstandig isoliert werden konnte.

Uber Sequenzvergleiche mit Schnurri-verwandten Proteinen aus Saugern gelang eine
Zuordnung der drei Xenopus Schnurri Proteine zu den Proteinen HIV-EP-1 (Xshn3), HIV-EP2
(Xshn2) und HIV-EP3 (Xshnl) (Nomenklatur nach Hicar et al., 2001). In den vergangenen
Jahren wurden keine zum Drosophila Schnurri ndher verwandten Sequenzen aus Vertebraten
veroffentlicht. Die hohe Konservierung in den Zinkfinger Doménen von Xshnl, -2 und -3 zu
Schnurri deutet zudem darauf hin, dass es sich bel den isolierten Sequenzen um Homologe von
Schnurri handelt, die durch Genduplikation und -diversifikation entstanden sind.

Eine Analyse der Priméarsequenz der drei Xenopus Schnurri Proteine Xshnl, -2 und -3 hatte in
allen drei Proteinen auf eine grof3e Zahl putativer Phosphorylierungsstellen fir verschiedene
Proteinkinasen hingedeutet, unter ihnen Kaseinkinasel und -1, PKA und PKC. Es ist daher
moglich, dass die Aktivitdt der Proteine in der Zelle durch Phosphorylierungen durch die
genannten oder verwandte Kinasen in ihrer Aktivitét reguliert wird. Im Protein Xshn2 konnte
zusétzlich eine repetitive Wiederholung von putativen Phosphorylierungsstellen identifiziert
werden, die gleichzeitig mogliche DNA-Bindungsstrukturen fir AT-reiche Sequenzelemente
auf der DNA darstellen konnte (Churchill et al., 1989). Alle Xshn Proteine besitzen
carboxyterminal der zweiten Zinkfingerdomane eine Glutamat/Aspartat-reiche Region, die
eine mogliche Transaktivierungsdoméane darstellt (Ptashne, 1988).

Ein Sequenzvergleich der drei Xenopus Schnurri Proteine miteinander zeigte eine hohe
strukturelle Verwandtschaft und eine Konservierung der Aminosauresequenzen in den
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aminotermina und carboxyterminal gelegenen Doppelzinkfinger Domanen. Bis auf wenige
weitere konservierte Bereiche, die Uber die Proteine vertellt zu finden sind, divergieren die
Sequenzen jedoch sehr stark voneinander. Es ist daher zu vermuten, dass die drel Proteine
diskrete zelluldre Funktionen tUbernehmen, aber Uber ihre Zinkfinger Doménen an dieselben
DNA-Zielsequenzen binden kénnen.

Ein Sequenzvergleich der Vertebraten Schnurri Proteine mit Drosophila Shn zeigte auf3er
Homologien in den zwei Doppelzinkfinger Domanen nur in einem kurzen Sequenzbereich
eine Konservierung von Aminosauren. Der zwischen Shn, Xshnl und -3 konservierte Bereich
liegt innerhalb eines Abschnittes des Drosophila Proteins, in dem eine Dimerisierungsdoméne
lokalisiert wurde (Udagawa et al., 2000).

5.2 Xshn mRNAswerden wahrend der mesoder malen Muster bildungspr ozesse
im Xenopus Embryo exprimiert

Die Signalwege der TGFb Superfamilie werden in Xenopus nach Einsetzen der zygotischen
Transkription wahrend des Blastula Stadiums aktiviert. In diesem Zeitraum der dorso-
ventralen Musterbildung des Mesoderms werden sowohl die transmembranen Rezeptoren als
auch die zytoplasmatischen Vermittler der Signale, die Smad Proteine, ubiquitdr im Embryo
exprimiert. Auch die drei Xshn Gene werden im Stadium NF 10 ubiquitér in prospektiv
mesodermalem und ektodermalem Gewebe exprimert. Im Entoderm zeigt Xshnl eine stérkere
Expression, wahrend Xshn2 hier schwacher exprimiert wird. Eine besondere Funktion von
Xshnl im sich entwickelnden Entoderm lasst sich nicht ableiten.

Eine Analyse der zeitlichen Expression der Xshn mRNAs zeigte einen biphasischen
Expressionsverlauf wahrend der frihen Embryonalentwicklung. Die Gene werden maternal
und bis zum Stadium NF 9 gleichmaidig exprimiert. Gegen Ende der Gastrulation und wahrend
der Neurulation sinkt die Expression ab und nimmt ab dem Stadium NF 20 wieder zu.

Mit den ermittelten Expressionsmustern und Expressionsverlaufen erfillen Xshnl, -2 und -3
die Voraussetzungen als mogliche Vermittler von Signalen der TGFb Familie wahrend der
frihen Musterbildungsprozesse im Embryo.

Im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung zeigen Xshnl -2 und -3 z.T. charakteristische
Expressionsmuster, wie in der vorangegangenen Arbeit und im Verlauf der vorliegenden
Arbeit durch "whole mount” in situ Hybridisierungen ermittelt werden konnte. Xshnl konnte
danach ab dem Stadium 26 in neuralem Gewebe detektiert werden. Es zeigte sich Farbung im
Bereich der olfaktorischen Plakoden und im Stadium NF 34 auch im gesamten Gehirn und im
Auge. Flr keines der zu Xshn Proteinen homologen Proteinen aus Saugern liegen Angaben
Uber die Verteilung der mRNA wéhrend der friihen Embryonal entwicklung vor.

Xshn2 zeigte wahrend der spédten Neuralstadien eine charakteristische Farbung in den
Somiten, sowie im Stadium NF 34 eine punktuelle Farbung im anterioren Gehirn im Bereich
der olfaktorischen Plakoden und in der embryonalen Haftdrise.
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Auch fuor Xshn3 mRNA konnte eine differentielle Expression detektiert werden, wobel "whole
mount” in situ Hybridisierungen bereits im Blastula Stadium eine etwas stérkere Farbung in
der animalen Hemisphére des Embryos zeigten. Dieses Expressionsverhalten entspricht dem
anderer Komponenten der TGFb Signalwege in diesem Stadium (vgl. Kap. 4.2). Ab der
spateren Neurulation konnte Xshn3 mRNA verstérkt in neuralem Gewebe und, dhlich Xshn2,
in den Somiten nachgewiesen werden.

Interessant erscheint das Expressionsverhalten von Xshn3 bel Einsetzen der Organogenese.
Untersuchungen von Embryonen im Stadium NF 34 gaben Hinwelise darauf, dass Bereiche der
Kiemenbdgen und der sich entwickelnden Wirbelsdule von einer mRNA Expression
ausgespart sein konnten. Die geringe Intensitét der Farbung in den Embryonen lief3 die
Anfertigung von Gewebeschnitten jedoch leider nicht zu. Das beschriebene
Expressionsverhalten konnte dem fir das homologe Gen HIV-EPL in frihen Mausembryonen
beschriebenen dhneln. Tanaka et al. (2000) zeigten fur das murine HIV-EPL im Stadium €12.5
bei ansonsten weitgehend gleichméaiger Verteilung der Transkripte eine Aussparung der
Expression im Bereich der sich entwickelnden Wirbelkérper und Rippen. In diesem Bereich
wird dagegen verstarkt das al(ll) Kollagen Gen exprimiert. Die Autoren zeigen, dass HIV-
EP1 als Repressor des al(ll) Kollagen Genes wirkt, und dass diese Repression wahrend der
Knorpelbildung lokal aufgehoben wird.

BMP wurde urspringlich wegen seiner Fahigkeit entdeckt, ektopische endochondrale
Verknocherungen zu induzieren (Reddi et al., 1992). Ektopisches BMP bewirkt die
Kondensierung von mesenchymalen Zellen, die in der Folge reifen, die Proliferation einstellen
und zundchst Typ Il Kollagen exprimieren. BMPs bestimmen hierbel die Rate der
Differenzierung der Chondrozyten (Zou et al., 1997). HIV-EP1 wird in diesem Prozess
wahrend der frihen Stufen der Entwicklung exprimiert, wahrend der Proliferation jedoch
reprimiert, da es als Repressor der Typ |l Kollagen Expression wirkt (Tanaka et al., 2000).
HIV-EP1 konnte daher eine Funktion in der BMP-vermittelten Repression der Expression von
Typll Kollagen wahrend der friihen Stufen der Knorpel bildung zukommen.

Sollte das Expressionsverhalten von Xshn3 zu dem von HIV-EP1 wahrend der
Knorpelbildung vergleichbar sein, konnte dies ein Hinweis auf eine funktionelle
Konservierung der Gene in Vertebraten sein. Hinweise auf eine direkte Beteiligung von HIV-
EP1 in der BMP-vermittelten Knorpelbildung sind jedoch nicht bekannt.

In adulten Geweben zeigen die zu Xshn homologen Gene HIV-EP1, -2 und -3 eine
differentielle, fur jedes Gen charakteristische Expression ihrer mRNA. HIV-EP1 wird
vornehmlich im Gehirn und in der Thymusdriise exprimiert (Nakamura et al ., 1990), wahrend
HIV-EP2 v.A. im Skelettmuskel, im Herzmuskel und im Gehirn exprimiert wird (Dorflinger et
al., 1999; Makino et al., 1994; Ron et al., 1991). HIV-EP3-Transkripte wurden dagegen
verstarkt im Knochenmark und in der Thymusdriise lokalisiert (Wu et al., 1993, 1996).

Im Gegensatz zu den murinen und humanen Homologen zeigten Xshnl, -2 und -3 Transkripte
eine ubiquitare und gleichmaiige Verteilung in Geweben adulter Xenopus Frésche. Eine
Zuordnung der Gene zu ihren Sauger-Homologen Uber ihr Expressionsverhalten im adulten
Tier war daher nicht moglich.
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Es lasst sich zusammenfassen, dass das raumliche und zeitliche Expressionsverhalten der
Xshnl, -2 und -3 MRNAS eine Beteiligung ihrer Proteine an Activin- und BMP-vermittelten
Musterbildungsprozessen im Xenopus Embryo maoglich erscheinen |8sst.

5.3 Versuch der Uberexpression des Gesamtlangen Xshn3

Die cDNA von Xshn3 konnte wahrend der vorliegenden Arbeit vollstandig isoliert werden.
Daher sollten in der Folge Uberexpressionsstudien mit diesem Protein im Xenopus Embryo
durchgefiihrt werden und Uber beobachtete phanotypische Veranderungen der injizieren
Embryonen nach Mdglichkeit auf die eigentliche Funktion des Proteins riickgeschlossen
werden. Uberexpressionen sollten durch Mikroinjektionen von synthetischer mRNA fur das
Gesamtléngen Protein in Xenopus Embryonen durchgefiihrt werden. Dies gelang nicht, weil
sich innerhalb der in vitro synthetisierten mMRNA vermutlich Sekundéarstrukturen bildeten, die
an zwel Positionen zu einer Termination der Transkription durch die bakteriellen RNA-
Polymerasen flhrte. In vitro-Transkriptionsansdtze fihrten daher zur Bildung von
Transkripten unterschiedlicher Lange, von denen nur das langste Transkript von 9 kb fir das
Gesamtlangenprotein kodierte. Eine Mikroinjektion des mRNA-Gemisches fihrte nicht zur
Synthese einer signifikanten Menge des Gesamtlangen-Xshn3 Proteins von ca. 290 kDa
Grole. Stattdessen konnten im Western Blot grof3e Mengen von Abbruchfragmenten des
Proteins detektiert werden. Eine Anayse von durch Mikroinjektion des mRNA-Gemisches
erhaltenen phéanotypischen Veranderungen von Xenopus Embryonen ware duch die
Abbruchfragmente gestort worden.

Es war weiterhin nicht moglich, das Gesamtlangen-Xshn3 Transkript durch Gel-Elution in
ausreichender Menge anzureichern, um eine Mikrioinjektion der "reinen® mMRNA
anzuschlieRen. Uberexpressionsexperimente in Xenopus Embryonen konnten daher nicht
durchgefuihrt werden.

Der fur Uberexpressionsstudien verwendete Plasmid-Vektor pCS2+ besitzt einen starken
eukaryotischen Promotor, der eine Transkription der inserierten cDNA in eukaryotischen
Zellen ermoglicht. Moglicherweise wéren eukaryotische Zellen in der Lage, die cDNA von
Xshn3 vollstandig zu transkribieren. Fir Uberexpressionsstudien in Xenopus Embryonen
eignet sich die Injektion von Plasmid-DNA jedoch nicht, weil das resultierende Protein durch
ungleiche Verteilung der Plasmid-DNA auf die Zellen punktuell (mosaikartig) exprimiert
wuirde. Dies wirde eine Analyse von phanotypischen Veranderungen erschweren. Denkbar
waren alenfalls Uberexpressionsstudien des Proteins durch transiente Transfektion
eukaryotischer Zellen in Zellkultur.
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54  Xshn3besitzt definierte Kernimport- und Kernexport-Aktivitét

Eine Voraussetzung fir die Funktion von Xshn Proteinen als Transkriptionsfaktoren ist ihre
Fahigkeit, im Zellkern zu akkumulieren, um dort sequenzspezifisch an DNA zu binden. Die
Trandokation von Proteinen zwischen Zytoplasma und Zellkern erfolgt durch den
Kernporenkomplex und ist ein energieabhdngiger Prozess. Der Transport wird von
Kernimport- und -exportsignalen innerhalb der Primarsequenz eines Proteins oder eines mit
ihm assoziierten Proteins vermittelt.

Sowohl Schnurri als auch das Xshn3-homologe Protein HIV-EP1 konnten im Zellkern
lokalisiert werden (Udagawa et al., 2000; Fan und Maniatis, 1990). Fir die Analyse der
subzelluléren Lokalisation des Xshn3 Proteins in Xenopus wurden radioaktiv markierte,
synthetische Xshn3-Proteinfragmente in den Zellkern bzw. in das Zytoplasma von Oozyten
mikroinjiziert und ihre subzelluldre Verteilung zu verschiedenen spateren Zeitpunkten
bestimmt. Durch die Verwendung von z.T. Uberlappenden Xshn3-Fragmenten sollte die
Position moglicher Import- und Exportsignale innerhalb des Proteins abgeschétzt werden.

Es zeigte sich, dass Xshn3 in der Xenopus Oozyte klar definierte Import- und Exportaktivitét
besitzt, die in weit voneinander entfernten Bereichen des Proteins lokalisiert sind. Im
Aminoterminus zwischen AS 1 und 426 kann ein Signal vermutet werden, das einen
weitgehenden Kernimport des aminoterminalen Proteinfragmentes vermittelt. Dasselbe
aminoterminale Fragment besitzt geringe Exportaktivitét, welche dem Kernimport vermutlich
entgegenwirkt. Eine geringe Importaktivitét zeigt aul3erdem nur das Proteinfragment AS 1076-
1749.

Im extremen Carboxyterminus von Xshn3 zwischen AS 2119 und 2578 befindet sich
vermutlich eine Signalsequenz, die einen vollstandigen Export der entsprechenden
Proteinfragmente aus dem Zellkern bewirkt.

Obwohl Xshn3, wie auch die anderen Xshn Proteine, eine signifikante Zahl putativer
Phosphorylierungsstellen fur verschiedene Kinasen enthdlt, wurde nur das mittlere
Proteinfragment (AS 1076-1749) in der Oozyte durch Phosphorylierung modifiziert.

die zellulare Situation in der Oozyte reflektiert jedoch nicht die Situation eines Embryos
wéahrend der Gastrulation. Innerhalb der offensichtlich phosphorylierten Peptidsequenz von
Xshn3 befindet sich ein Serin-reicher Sequenzabschnitt von 30 Aminosauren, der Zielsequenz
verschiedener Kinasen wie CKI und PKA darstellen konnte. Das Proteinfragment konnte in
dieser Region durch Kinasen der Oozyte modifiziert worden sein.

Bel einer Untersuchung der Amiosduresequenz von Xshn3 nach maoglichen Import- oder
Exportsignalen der klassischen, in der Literatur beschriebenen Typen (vgl. Kap. 4.4) lief3en
sich mehrere Signale des SV40 Typs identifizieren. Im aminoterminalen Bereich des Proteins
findet sich bel AS 46-68 eine Lysin/Arginin-reiche Sequenz, die ein SV40 Signal enthalt und
ein mogliches Importsignal darstellen konnte. Im mittleren Bereich von Xshn3 (AS 1225-
1234), direkt an eine Serin-reiche Region angrenzend, befinden sich zwe kurze,
Lysin/Arginin-reiche Sequenzen des SV40 Typs, die zwischen den drei Vertebraten
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Homologen konserviert ist und in der Literatur as mdgliches Kernlokalisationssignal
diskutiert wird (Arora et al., 1995, Staeling-Hempton et al., 1995). In der Oozyte zeigten diese
Sequenzen jedoch geringe Aktivitdt. Es ist nicht auszuschlief3en, dass die Aktivitat dieser
Sequenzen durch Phosphorylierungen im genannten angrenzenden Serin-reichen Peptidbereich
in der Oozyte negativ reguliert wurde. In dhnlicher Weise wird ein bipartites NLS in Nukleolin
durch Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen in einem angrenzenden Sequenzbereich
reguliert (Schwab und Dreyer, 1997).

Als typische Kernexport-Signale werden in der Literatur u.a. Leucin-reiche Sequenzabschnitte
des Rev-Typs beschrieben (z.B. Fridell et al., 1996). Ein derartiges Motiv konnte im
Carboxyterminus von Xshn3 nicht identifiziert werden. Jedoch existiert ein Leucin- und
Isoleucin-reicher Bereich (AS 2412-2432), der zwischen Xshn3-Proteinen konserviert ist und
ahnliche biochemische Eigenschaften wie eine Leucin-reiche Sequenz besitzen konnte.

Das Vorkommen von klar definierten Import- und Exportaktivitéten in weit voneinander
entfernten Regionen des Proteins Xshn3 widerspricht zunachst der ldee eines nukledren
Transkriptionsfaktors. Moglich ist jedoch, dass die in vivo Aktivitét des Gesamtproteins Uber
die Aktivitdt der Import- und Exportsignale die reguliert wird. Ein zytoplasmatisches Xshn3
wédre demnach transkriptionell inaktiv. Eine derartige Regulation konnte durch
posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierungen) und/oder durch Interaktion von
Xshn3 mit weiteren Proteinen geschehen, wodurch Import- oder Exportsignale maskiert oder
demaskiert wirden.

Wiederholt wurde von SpleiRvarianten der Xshn3-homologen Gene in Sdugern berichtet.
Muchard et al. (1990) und Kantorow et al. (1993) konnten in Northern Blots kirzere
SpleilRvarianten von HIV-EP1 nachweisen, die fir Peptide kodieren wirden, die jewells die
aminoterminale oder die carboxyterminale Zinkfinger Doméane enthalten. Sollten derartige
Spleil3varianten auch bei Xshn3 vorkommen, wirden die resultierenden Proteine jewells nur
Kernimport- oder -exportaktivitét besitzen. Die Proteine waren in unterschiedlichen
Zellkompartimenten |okalisiert.

Es lasst sich zusammenfassen, dass innerhalb von Xshn3 je eine Doméne mit diskreter
Importaktivitdt und Exportaktivitét lokalisiert werden konnten.

55 Xshn3interagiert in vivo mit Smad-Proteinen

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit grindete sich die Vermutung einer Interaktion von Xshn
Proteinen mit Smad Proteinen auf der Beobachtung, dass in Drosophila Mutanten fur schnurri
denen fur dpp oder dessen Rezeptoren phanotypisch dhneln. Parallel zu den eigenen Arbeiten
konnte eine direkte Interaktion zwischen den Drosophila Proteinen Mad und Schnurri bestétigt
werden (Udagawa et al ., 2000; Dai et al., 2000). Diese Interaktionen wurden in vitro und im
"yeast two hybrid'-System ermittelt. Eigene Arbeiten zielten darauf ab, mégliche in vivo
Interaktionen zwischen Xenopus Xshn3 und Vertebraten Smad Proteinen zu ermitteln. Hierzu
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wurden Interaktionen zwischen Uberexprimierten Proteinen im Gastrula Stadium von Xenopus
Embryonen untersucht. Damit sollte die zelluldare Situation waéhrend der
Musterbildungsprozesse im Embryo nachvollzogen werden, in der alle Faktoren in den Zellen
vorhanden sind, die in diesem Zeitraum Protein-Interaktionen stabilisieren oder destabilisieren
konnten.

Es gelang der wiederholte Nachweis einer Interaktion von zwei epitopmarkierten Xshn3-
Proteinfragmenten (AS 1076-1749 und AS 2119-2578) mit einzelnen ko-exprimierten,
epitopmarkierten Smad-Proteinen. Dabei konnten Interaktionen mit Rezeptor-regulierten
Smad Proteinen sowie mit dem Ko-Smad Smad4 nachgewiesen werden. Die antagonistischen
Smad Proteine Smad6 und -7 konnten nicht in Komplexen mit Xshn3 Proteinfragmenten
nachgewiesen werden.

Rezeptor-regulierte Smad Proteine sind als Heteromere mit Smad4 transkriptionell aktiv. Aus
diesem Grund wurden auf3erdem Interaktionen von Xshn3 Proteinfragmenten mit aktivierten
Komplexen koexprimierter Smad-Proteine untersucht. Es zeigte sich eine verstérkte
Interaktion der mit Einzel-Smads interagierenden Xshn3 Proteinfragmente mit solchen Smad-
Komplexen. Diese bestanden aus Smadl, -4 und -5 (aktiviert durch koexprimiertes BMP4)
bzw. aus Smad2, -3 und 4 (aktiviert durch koexprimiertes Activin). Zusétzlich konnten weitere
Interaktionen zwischen Xshn3 Fragmenten und Smad Komplexen beobachtet werden. Zum
Einen gelang es, groRere, mit den Interaktionsdomédnen Uberlappende, Xshn3
Proteinfragmente zu ko-prézipitieren (Fragmente 4 und 6), die wahrscheinlich aufgrund ihres
Molekulargewichtes (130 - 140 kDa) vorher nicht in Proteinkomplexen nachzuweisen waren.
Zudem kopréazipitierten solche Xshn3 Proteinfragmente mit Smad Komplexen, die nicht mit
ermittelten Interaktionsdoméanen tberlappen (Fragmente 1, 2 und 3).

Allgemein zeigte sich, dass Xshn3 Proteinfragmente besser mit Komplexen aktivierter Smad-
Proteine koprazipitierten als mit Gberexprimierten Einzel-Smad Proteinen. Dies bestétigte sich
auch in Kontrollversuchen, die eine Koprazipitation des "winged-helix" Transkriptionsfaktors
FAST-1 mit Smad Proteinen anstrebte. Auch hier konnte epitopmarkiertes FAST-1 effektiver
in Komplexen aus Smad2 und -3 und -4 nachgewiesen werden als in Komplexen mit Smad2
alein. Eine Kombination aus R-Smad Proteinen mit Smad4 spiegelt offensichtlich die in vivo
Situation aktivierter Smad Komplexe besser wieder.

Innerhalb der besprochenen Versuche zeigte sich eine gewisse Varianz der Ergebnisse.
Interaktionen von Xshn3 Fragmenten mit koexprimierten Einzel-Smads konnten nicht in
jedem Versuch stabil reproduziert werden. Ein moglicher Grund liegt in der relativen Grofie
auch der kleineren Xshn3 Proteinfragmente, die 65 kDa nicht unterschritt. Komplexe groferer
Proteine sind in Koprazipitations-Experimenten grundsétzlich weniger stabil als Komplexe
kleinerer Proteine. Dies zeigte sich auch in der guten Reproduzierbarkeit der Proteinkomplexe
mit dem "kleinen" Protein FAST-1. Es ist weiterhin vermutlich der Grund dafir, dass die
grol3en Xshn3 Proteinfragmente, die mit den interagierenden Fragmenten 5 und 8 Uberlappten,
nicht in Komplexen mit Einzel-Smads nachzuwei sen waren.

Rezeptor-regulierte Smad-Proteine werden erst nach ihrer Phosphorylierung und Assoziation
mit Smad4 transkriptionell aktiv, indem sie in den Kern trandozieren und mit



5. Diskussion 129

Transkriptionsfaktoren assoziieren. Es ist daher vorstellbar, dass die beobachteten
Assoziationen der Xshn3 Proteinfragmente 5 und 8 mit Smad Proteinen abhangig ist von der
Aktivitdt (dem Phosphorylierungszustand) der Smad Proteine sind. Da fur die hier
besprochenen Versuche davon ausgegangen wurde, dass Xshn3 als Transkriptionsfaktor im
Zellkern aktiv ist, waren die epitopmarkierten Xshn3 Proteinfragmente mit einem zusétzlichen
heterologen Kernlokalisationssignal fusioniert.

Eine mdgliche Abhéngigkeit der X shn-Smad-Interaktionen vom Phosphorylierungszustand der
R-Smads wurde untersucht, indem jeweils aktivierende Liganden (Activin bzw. BMP4) oder
dominant-negative Rezeptorkinasen (dn-BMPI-Rezeptor bzw. dn-Activin-l Rezeptor)
koinjiziert wurden. In wiederholten Versuchen konnte in keinem Fall eine Abhéngigkeit der
Interaktion von Xshn3 Fragment 5 und 8 mit Smad Proteinen vom Aktivierungszustand des
jeweiligen Signalweges beobachtet werden. Hierfur sind verschiedene Ursachen denkbar.

Es ist nicht auszuschlief3en, dass die Versuchsbedingungen es den stark in den Zellen
Uberreprasentierten Proteinen unmaoglich machten, in dem anvisierten Zellkompartiment
zuriickgehalten zu werden. Eine Uberexpression mehrerer Proteine wiirde demnach immer zu
ihrer Kolokalisation in der Zelle fuhren. Sollte daher eine mdgliche Interaktion zwischen
Smad Proteinen und Xshn3 nur durch Regulation ihrer subzelluléren Lokalisation reguliert
sein, so ware dies in den gewahlten Versuchsbedingungen nicht nachzuweisen.

Wie im vorangegangen Versuch dargestellt, besitzt Xshn3 definierte Kernimport- und
-exportaktivitét. Es ist daher nicht auszuschlief3en, dass Xshn3 eine Funktion im Zytoplasma
besitzt und hier konstitutiv mit Smad Proteinen interagiert. Xshn3 kdnnte dann mit aktivierten
Smad Komplexen durch Kotransport in den Zellkern gelangen.

Fur die zu Xshn3 homologen Proteine aus Saugern wurde von Spleil3varianten berichtet, die
fur partielle Proteine kodieren wirden die nur den aminoterminaen- oder den
carboxyterminalen Bereich des Proteins enthalten wirden. Auf Xshn3 Ubertragen wirde das
bedeuten, dass die mit Smads interagierende Spleilvariante starke Exportaktivitdt besitzen
wirde. Umgekehrt wiirde die aminoterminale Variante starke |mportaktivitat besitzen.

5.6 Vergleich der Position von Interaktions- und L okalisationsdoméanen
zwischen Xshn3 und dem Drosophila Schnurri Protein

Xshn3 interagiert, ahnlich wie das Drosophila Schnurri Protein, mit R-Smad Proteinen. In
Xshn3 konnten zwei mit Smad Proteinen interagierende Bereiche lokalisiert werden, wahrend
in Shn nur eine Mad-1nteraktionsdoméne lokalisiert werden konnte (Dai et al., 2000; vgl. Abb.
5.99). Ein Vergleich der relativen Positionen der Interaktionsdoménen innerhalb der Proteine
zeigt, dass in Xshn3 und in Mad je eine Interaktionsdoméne im mittleren Bereich des Proteins
lokalisiert ist. In diessm Bereich zeigen die Proteine jedoch keine erkennbare
Sequenzverwandtschaft. Die Domanen konnen nicht als konserviert angesehen werden.
Innerhalb von Shn konnte weiterhin eine Dimerisierungsdoméne lokalisiert werden (Udagawa
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et al. 2000). Eine mogliche Dimerisierung wurde in Xshn3 nicht untersucht. Innerhalb des
dimerisierenden Bereiches von Shn befindet sich ein kurzer Sequenzbereich, der zwischen
Shn, Xshnl und Xshn3 konserviert ist. Ob dieser Bereich fir eine Dimerisierung der Proteine
verantwortlich sein kénnte, ist nicht bekannt. Ein mittlerer Proteinbereich von Shn zeigte in
Zellkultur Exportaktivitét (Udagawa et al., 2000). Der entsprechende mittlere Bereich von
Xshn3 zeigte keinerlel Exportaktivitét.
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Abb. 5.1: Vergleich funktioneller Doménen zwischen Xshn3 und dem Drosophila Schnurri
Protein. Querbalken zeigen schematisch die Primérsequenzen der Proteine. Bldcke zeigen die Position
von Zinkfinger Domanen. Ein konservierter Sequenzbereich ist gekennzeichnet. Ovale zeigen die
ungeféhren Positionen funktioneller Doménen (Drosophila: Udagawa et al., 2000; Dai et al., 2000).

Maogliche funktionelle Doméanen ausserhalb der Zinkfinger Doméanen zwischen Xshn3 und
Shn scheinen nicht in ihrer Sequenz konserviert zu sein. Diese Vermutung kann darin bestétigt
gesehen werden, dass sich die Sequenzen der Proteine aul3erhalb der Zinkfinger Doméanen
insgesamt sehr stark voneinander unterscheiden. Eine funktionelle Konservierung in TGFf
Signalwegen ist dennoch v.A. wegen der hohen Konservierung in ihren Zinkfinger Doméanen
und der Interaktion beider Proteine mit Smad Proteinen nicht auszuschlief3en.

5.7 Uberexpression der carboxyterminalen Zinkfinger Doméane von Xshn3
fahrt zu starken Entwicklungsstérungen im Xenopus Embryo

Gleichzeitig mit den Interaktionsstudien war aufgefallen, dass nach einer Uberexpression des
Xshn3 Proteinfragmentes 7 (AS 1880-2578) die injizierten Embryonen Gberdurchschnittlich
héufig Gastrulationsdefekte aufwiesen. Bei diesem Phanotyp sind signalvermittelte aktive
Wanderungsbewegungen des Mesoderms wéhrend der Gastrulation gestort. Als Ursache ist
eine Inhibition des Activin-Signalweges wahrscheinlich. Alle Xshn3-Proteinfragmente waren
in den Interaktionsstudien mit einem heterologen Kernlokalisationssignal fusioniert, weil eine
Aktivitat von Xshn3 als Transkriptionsfaktor im Zellkern angenommen worden war.
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Da gezeigt werden konnte, dass die Xshn3 Proteinfragmente 5, 7 und 8 mit Rezeptor-
regulierten Smad Poteinen und mit dem Ko-Smad, Smad4, interagieren, wurde vermutet, dass
eine Uberexpression der Fragmente 5, 7 und 8 im Embryo endogene Smad-Signalwege
inhibieren konnte. Um maogliche Inhibitionen zu untersuchen, wurden die genannten Xshn3
Fragmente in Xenopus Embryonen Uberexprimert und phanotypische Veranderungen
dokumentiert. Es zeigte sich, dass die Fragmente 5 und 8 alein auch bei hoher mMRNA
Konzentration nicht signifikant zu Stérungen der Embryonalentwicklung fuhrten. Fir eine in
vivo Aktivitét von Xshn3 im TGFb Signalweg werden auRer der Smad-Interaktionsdomanen
maoglicherwel se weitere Proteindoméanen bendtigt.

Es erstaunte bei den Uberexpressionsstudien, dass das Fragment 7 im Gegensatz zum
Fragment 8 zu deutlichen Stoérungen der Entwicklung fuhrte. Das Fragment 7 Uberlappt mit
dem carboxyterminalen Fragment 8 und enthélt zusatzlich zur Smad-Interaktionsdomane die
carboxyterminale Zinkfinger Domane von Xshn3. Die Kombination der Zinkfinger Domane
mit der Smad Interaktionsdoméne oder anderer im Carboxyterminus gelegener
Proteindoménen verlieh dem Peptid offensichtlich zusétzliche Eigenschaften, die sich as
Stoérung der Musterbildung im Embryo auswirkten. Esist zu vermuten, dass die Defekte durch
sequenzspezifische DNA-Bindung der Zinkfingerdomane und Storungen der transkriptionellen
Aktivitét von Xshn3-Zielgenen hervorgerufen wurden.

Weiterhin fiel bei den Interaktionsstudien auf, dass die Xshn3 Proteinfragmente 1 und 2,
welche die aminoterminale Zinkfinger Doméne enthalten, trotz z.T. starker Uberexpression
nicht zu offensichtlichen Gastrulationsstérungen oder zum Zelltod fuhrten. Méglicherweise
besitzen die aminoterminale und die carboxyterminale Zinkfinger Doméane unterschiedliche
DNA-Bindungseigenschaften. Nicht auszuschlief3en ist sogar, dass die aminoterminale
Zinkfinger Domane nicht an DNA bindet. Hinweise hierzu liefern Untersuchungen von
Tanaka et al. (2000), die beobachteten, dass nur die carboxyterminale Zinkfinger Doméne des
murinen zu Xshn3 homologen Proteins and den Col2A1 Enhancer bindet. Fan und Maniatis
(1990) und Seeler et al. (1994) berichten dagegen von identischen Bindungseigenschaften der
isolierten Zinkfinger Domanen.

Es ist aber auch denkbar, dass die Uberexpression von Xshn3 Proteinfragmenten nicht die in
vivo DNA-Bindungseigenschaften des Gesamtlangenproteins widerspiegelte. So kdnnten
isolierte Zinkfingerdoménen zwar in vitro sequenzspezifisch an DNA binden. Im Kontext des
gesamten Proteins konnten dagegen angrenzende Peptidbereiche die DNA-Bindugsfahigkeit
der Zinkfinger Domanen modifizieren. Hinweise auf komplexe DNA-Bindungsei genschaften
von Zinkfinger Transkriptionsfaktoren mit zwei weit voneinander entfernten DNA-
Bindungsdomanen kommen von der Analyse des Proteins Sip-1 (Verschueren et al., 1999).

Sipl gehort, wie Schnurri und Evi-1, zu einer Gruppe von strukturell verwandten Zinkfinger
Transkriptionsfaktoren. Die Proteine besitzen zwel weit voneinander entfernt positionierte
Zinkfinger Cluster, die zueinander sequenzverwandt sind. Beide Cluster besitzen identische
DNA-Bindungseigenschaften (vgl. Einleitung). Remacle et al. (1999) konnten fir das murine
Protein Sipl einen komplexen Mechanismus der DNA-Bindung herausarbeiten. Beide
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Zinkfinger Cluster binden demnach an zwei tandemartig angeordnete Zielsequenzen, die in
unterschiedlichem Abstand zueinander in verschiedenen Promotoren identifiziert werden
konnten. FUr eine Bindung von Sipl and diese Promotoren miissen sowohl beide DNA-
Bindungsstellen a's auch beide Zinkfinger Cluster innerhalb des Proteins Sipl intakt sein. Eine
Mutation entweder in einer der tandemartigen DNA-Bindungsstellen oder in einer der DNA-
Bindungsdomanen fuhrt zum Verlust der DNA-Bindung durch das Protein Sipl.

Die Ergebnisse bedeuten fur die Analyse ahnlicher Zinkfinger Transkriptionsfaktoren wie
Schnurri Proteinen, dass aus den beobachteten Aktivitéten einzelner Proteinfragmente nicht
notwendigerweise auf die Aktivitét dieser Peptiddoménen im Kontext des gesamten Proteins
geschlossen werden kann. So ist denkbar, dass die aminoterminale Zinkfinger Doméane von
Xshn3 in den Proteinfragmenten 1 und 2 (AS 1-652 und AS 1-1075) bei Uberexpression im
Embryo keine DNA-Bindungsaktivitét zeigte, im Kontext eines Gesamtlangen-Xshn3 Proteins
jedoch durchaus eine Funktion bei der sequenzspezifischen DNA-Bindung besitzen kénnte.
Das Proteinfragment 7 (AS 1880-2578) konnte dagegen auch in isolierter Form zur DNA-
Bindung befahigt sein.

5.8  Xshn-Zinkfinger Aktivator- und Repressorkonstrukte reprimieren
M esoder minduktion im Xenopus Embryo

Das Xshn3 Proteinfragment 7 (AS 1880-2578) lief? durch seine Inhibition von Activin-
vermittelten Gastrul ationsbewegungen im Embryo eine transkripionelle Aktivitdt vermuten. Es
konnte jedoch nicht beurteilt werden, ob das Proteinfragment auf transkriptioneller Ebene als
Aktivator oder als Repressor wirkte. Untersuchungen zur Regulation von Genexpressionen
durch Xshn3-homologe Proteine aus Saugern geben hierzu widerspriichliche Angaben. Eine
Aktivierung des HIV-1 Enhancers durch HIV-EP1 wurde von Fan und Maniatis (1990) und
von Seeler et al. (1994) beobachtet. Muchard et al. (1992) beobachteten dagegen keinen
Effekt auf die Expression des genannten Genes. Tanaka et al. (2000) berichten von einer
Repression des al(ll)Kollagen Gen Enhancers, wahrend Brady et al. (1995) von ener
Aktivierung des aA Kristallin Promotors berichteten. Eine Funktion von Xshn3 als Aktivator
oder als Repressor der Transkription lief3 sich daher nicht voraussagen.

Um fir Xshn3 Hinweise auf eine Aktivitédt als Repressor oder Aktivator der Transkription zu
erhalten, wurden Uberexpressionsexperimente mit Xshn3 Zinkfinger-Fusionsproteinen im
Xenopus Embryo durchgeftihrt. Die vermutlich DNA-bindende carboxyterminale Zinkfinger
Domaéne wurde hierzu mit einer heterologen Transkriptions-reprimierenden Proteindoméne
und vergleichend hierzu mit einer Transaktivierungsdoméane gekoppelt. Die Konstrukte
wurden zusétzlich mit einem Kernlokalisationssignal versehen. Unterschiedliche Mengen der
Proteine wurden gleichméallig im Xenopus Embryo Uberexprimiert und die Intensitéat
resultierender phanotypischer Veranderungen der Embryonen quantitativ ausgewertet. Zum
Vergleich wurde das mit enem heterologen Kernlokalisationssigna versehene
Proteinfragment 7 (AS 1880-2578) ebenso untersucht.
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Es zeigte sich, dass dle drei Fusionsproteine zu vergleichbaren Defekten der
Embryonalentwicklung fihrten. Groflere Mengen injizierter mRNA  reprimierten
Gastrulationsbewegungen. Embryonen, die die Gastrulation vollendeten, zeigten eine
Reduktion in allen Korperregionen, wobei jeweils die Korperregionen reduziert waren, in
denen die injizierten Fusionsproteine exprimiert wurden. Es fehlten Kopf-, Bauch-, Riicken-
oder Bauchstrukturen. In extremen Fallen nahmen die Embryonen eine Kkugelig-
undifferenzierte Gestalt an. Das Xshn3 Proteinfragment 7 verursachte dasselbe Spektrum von
Verénderungen, jedoch in geringerer Ausprdgung. Eine Injektion ener mit einem
Kernlokalisationssignal versehenen Zinkfingerdomane alein fihrte nicht zu vergleichbaren
Defekten. Insgesamt konnte durch die dargestellten Versuche kein Hinweis dartiber gewonnen
werden, ob Xshn3 als Aktivator oder als Repressor der Transkription wirken konnte. Durch
die deutlichen Effekte der Uberexpression der Zinkfinger-Fusionsproteine wurde jedoch die
Annahme einer DNA-Bindung der isolierten carboxyterminalen Zinkfingerdomane bestétigt.
Zudem wurde vermutet, dass durch die Fusionsproteine sowohl dorsalisierende as auch
ventralisierende Signalwege inhibiert wurden.

Die beobachteten Phanotypen lief3en eine Inhibition von Schllsselfaktoren der mesodermalen
Differenzierung im frihen Xenopus Embryo vermuten. ES schien moglich, dass die
Uberexprimierten Fusionsproteine die Induktion durch Zielgenen von Faktoren der TGFb
Familie von Morphogenen storte.

Die morphologischen Defekte injizierter Embryonen lief3en vermuten, dass das Zinkfinger
Repressorkonstrukt und das -Aktivatorkonstrukt seine Wirkung durch Inhibition der
Expression endogenener mesodermaler Markergene ausiibten. Dies wurde in ,,whole mount*
in situ Hybridisierungen bestétigt, die zeigten, dass nach Mikroinjektion der Konstrukte die
Expression von Xbra auf der injizierten Seite reprimiert war.

Um der Vermutung der Repression mesodermaler Markergene nachzugehen, wurde im
"animal cap" System untersucht, ob das Zinkfinger-Aktivator- und das Zinkfinger-
Repressorkonstrukt einen Einfluss auf die Smad2-vermittelte Induktion von dorsal-
mesodermalen Markergenen besitzen. Es zeigte sich, dass sowohl das Aktivator- als auch das
Repressorkonstrukt in konzentrationsabhéngiger Weise die Expression aller untersuchten
mesodermalen Markergene reprimierten. Gleichzeitig konnte beobachtet werden, dass beide
Konstrukte die Expression von Markergenen der neuralen Differnzierung bewirkten. Dies
bedeutet, dass aufer des dorsalisierenden Activin-Signalweges, in dem Smad2 wirkt,
wahrscheinlich auch der ventralisierend wirkende BMP-Signalweg durch die Fusionsproteine
reprimiert wurde. Eine Repression der Aktivitdt von BMPA4 ist Voraussetzung fur die neurale
Differenzierung von Ektoderm im Xenopus Embryo.

Verwirrend erscheint, dass sowohl das Zinkfinger-Aktivatorkonstrukt als auch das
Repressorkonstrukt inhibierend auf die Expression mesodermaler Markergene wirkte. Ein
genereller reprimierender Effekt auf alle Promotoren durch die Fusionsproteine als Erklarung
fUr diesen Effekt ist unwahrscheinlich, weil dies nicht die Induktion neuraler Markergene
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erkléren wurde. Vergleichbar widerprichliche Effekte wurden auch fir andere Repressor- und
Aktivatorkonstrukte anderer Proteine beschrieben (div. pers. Komm.). Eine Erklérung hierfr
ist nicht bekannt.

Das Zinkfinger-Repressorkonstrukt war in der Lage, eine Smad2-vermittelte Elongation von
animalen Kappen zu reprimieren. Die Smad2-induzierte Elongation von animalen Kappen
spiegelt die morphogenetischen Bewegungen des dorsden Mesoderms wéhrend der
Gastrulation wider. Die beobachtete Inhibition der Elongation von animalen Kappen stimmt
mit Gastrulationsdefekten Uberein, die in injizierten ganzen Embryonen beobachtet wurden.

Die beschriebenen Resultate bestdtigen die Vermutung einer Aktivitdt von Xshn3 in BMP-
und Activin-vermittelten Musterbildungsprozessen. Die Bindung der carboxyterminaen
Zinkfinger Doméne an  Promotor- oder  Enhancersequenzen  reichte in
Uberexpressionsexperimenten  offensichtlich aus, um mesodermale Markergene zu
reprimieren. Es ist hierbei nicht bekannt, ob es sich bei den Repressionen um direkte oder
indirekte Effekte handelte.
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6. Zusammenfassung

In der Fruchtfliege Drosophila vermittelt der Zinkfinger Transkriptionsfaktor Schnurri einen
Teil der musterbildenden Aktivitét des Morphogens Dpp. Der TGFb Signalweg, in dem Dpp
wirkt, ist zwischen Invertebraten und Vertebraten hoch konserviert. Im Krallenfrosch Xenopus
laevis stellen die Dpp-verwandten Molekile Activin und BMP Schliisselfaktoren der dorso-
ventralen Musterbildung des Mesoderms im friihen Embryo dar. Es wurde vermutet, dass auch
in Vertebraten Schnurri-verwandte Zinkfinger Transkripitonsfaktoren als Vermittler von
Signalen der TGFb Familie, Activin und/oder BMP, wéahrend friiher Musterbildungsprozesse
wirken kénnten.

Uber ihre hohe Konservierug in der carboxyterminalen Doppelzinkfinger Doméane konnten in
der vorausgegangen Arbeit (Durr, 1997) und in der vorliegenden Arbeit drel Schnurri-
verwandte cDNA Sequenzen, Xshnl, -2 und -3 (Xshnl und -2 partiell), aus Xenopus laevis
isoliert werden. Datenbankanalysen zeigten Homologien der isolierten Sequenzen zu
bekannten Proteinen aus Sdugern (HIV-EPL, -2 und -3), die jedoch nicht in Bezug auf
maogliche Funktionen in der frihen Embryonalentwicklung oder in TGFb Signalwegen
untersucht waren.

Eine Untersuchung der réumlich-zeitlichen Expression der Xshnl, -2 und -3 mRNAs wéahrend
der dorso-ventralen Musterbildung in Xenopus laevis zeigte eine Ubereingtimmung ihrer
Expressionsmuster mit denen bekannter Komponenten des Activin- und des BMP
Signalweges. Funktionsanalysen durch Uberexpression von Xshn3 (280 kDa GrofRe) durch
Mikroinjektion synthetischer mRNA in Xenopus Embryonen konnten nicht durchgefihrt
werden.

Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisation von Xshn3 Proteinfragmenten in
mikroinjizierten Xenopus Oozyten ergaben deutliche Hinweise auf eine Kernimport- und eine
Kernexport-Aktivitét in weit entfernten Regionen des Proteins. Im Embryo kénnte die
Aktivitdt von Xshn3 as Transkriptionsfaktor durch Maskierung und Demaskierung von
Peptidsignalen durch Proteinkinasen reguliert werden.

Eine in vivo Interaktion zwischen Xshn3-Proteinfragmenten und den zytoplasmatischen
Signalvermittlern der TGFb Familie, den Smad-Proteinen, konnte in Ko-
Immunoprézipitations-Experimenten  mit mikroinjizierten Xenopus Embryonen gezeigt
werden. Dabei konnten zwel Smad-Interaktionsdoménen in Xshn3 lokalisiert werden. Die
enthaltenen Sequenzbereiche zeigen keine Homologie zur Mad-Interaktionsdoméane im
Drosophila Schnurri Protein. Auch die relativen Positionen von Import- und Exportsignalen
uberlappen nicht mit denen in Schnurri. Die Uberexpression von transaktivierenden und von
reprimierenden  Xshn-Zinkfinger-Fusionsproteinen in Xenopus Embryonen reprimierte
deutlich die Expression von mesodermalen Markergenen und inhibierte u.A. durch Activin
vermittelte Gastrulationsbewegungen. Gleichzeitig wurden neurale Markergene induziert.
Musterbildungsprozesse wurden in allen Korperregionen gestort. Ein vermutlich DNA-
bindendes und mit Smads interagierendes X shn3-Proteinfragment wirkte in gleicher Weise.

Die erhatenen Ergebnisse bestdtigen Vermutungen Uber mogliche Funktionen von
Vertebraten-Schnurri Proteinen in frihembryonalen Musterbildungsprozessen, die durch
Signalmolekile der TGFb Familie von Morphogenen vermittelt werden.
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8. Anhang
Im Folgenden sind die aus Xenopus laevisisolierten cDNA-Sequenzen und die davon abgeleiteten

Peptidsequenzen von Xshnl, Xshn2 und Xshn3 dargestellt. Die im Rahmen der vorausgegangenen
der bekannten Xenopus cDNA-Sequenzen angegeben. Am rechten Rand sind die Aminosduren

Arbeit isolierten Sequenzen sind grau hinterlegt. Am linken Rand sind die Basenpaare ab Beginn
fortlaufend nummeriert. Zinkfinger Doméanen sind doppelt unterstrichen.

Arbeit (Durr, 1997) isolierten Sequenzen sind weil3 hinterlegt. Die im Rahmen der vorliegenden

8.1 Xshnl cDNA Sequenz und abgeleitete Peptidsequenz (partiell)
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